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.1. OBJETIVOS 
El suero, subproducto de la industria quesera, es un mate- 
rial altamente nutritivo y a su vez altamente contaminante. Consi- 
derando la creciente demanda mundial de fuentes adicionales de pro- 
telnas, sumado a1 alto costo que impilica el tratamiento de este 
afluente como tal, se hace evidente la necesidad de hallar proce- 
sos alternativos de transformaci6n a 10s ya existentes. Si bien son 
conocidas muchas de las tecnologlas implementadas en parses desarro- 
llados para la manufactura del suero, no siempre es posible aplicar- 
la en nuestro pals por falta de 10s equipos apropiados, que suelen 
ser sofisticados en algunos casos y muy costosos en otros. Por es- 
tos motivos el objeto de esta investigaci6n fue hallar un proceso 
simple y econ6mic0, que permita obtener un product0 de bajo costo, 
flsico-qulmica y microbioldgicamente estable y organol6pticamente 
aceptable, para que pueda reemplazar por ejemplo a1 suero en polvo 
o a1 concentrado de protelnas de suero en algunas de sus aplicacio- 
nes, o que intervenga en nuevas aplicaciones y formulaciones para 
consumo humano y animal. 
Para ello se adopt6 un procedimiento basado en la combina- 
ci6n de disti'ntos mgtodos: tratamiento t6rmico moderado, control y 
disminucidn de la actividad de agua (aw), disminuci6n del pH y agre -
gad0 de ciertos agentes qulmicos antimicrobianos permitidos por el 
C6digo Alimentario Argentina. gars optimizar el proceso de preser- 
vaci6n se estudi6 la efectividad de distintas combinaciones de es- 
tos mstodos para inhibir el desarrollo de microorganismos contami- 
nantes. Definidas las condiciones para loqrar la estabilidad micro- 
biol6gica del suero de queso, se evalu6 la posible influencia de 
estas condiciones en ciertas caracterlsticas de calidad importan- 
tes del product0 como su color y su valor nutricional (indicado 
por la pgrdida de lisina disponible). 
2. INTRODUCCION 
2.1.~~labonaci6n,composici6n, aplicaciones y aprovechamiento del 
suero de aueso 
El suero es el llquido resultante de la coagulaci6n de la 
leche en la fabricacidn del queso, tras la separaci6n de la casei- 
na y de la grasa. La caseina puede ser separada por coagulaci6n o 
por acidificaciQn, obtenisndose suero dulce o suero Scido respec- 
tivamente. La figura 1 ilustra la tecnologla de elaboraci6n de que- 
so por coagulaci6n y la obtenci6n de suero dulce, que fue la materi 
primautilizada enesta investigacidn (Spreer, 1973 ) .  
El rendimiento en suero varla segGn el tipo de queso. El que 
- 
so de pasta dura requiere aproximadamente 100 It. de leche para pro 
- 
ducir 10 kg de queso, dando alrededor de 9 It de suero por kg de 
queso elaborado. En el caso de quesos de pasta semi-dura o blanda, 
el rendimiento es de 5  a 7  It de suero por kg de queso (a mayor 
blandura, mayor retenci6n de suero de queso). 
La tabla 1 muestra la elaboraci6n de queso en nuestro pals 
por tipo de pasta. De la produccign total correspondiente a1 afio 
1984, se export6 4.859 toneladas y el resto se comercializ6 inter- 
namente para consumo. 
La producci6n mundial de suero llquido es estimada en 
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Figura 1: Tecnologla de elaboraci6n de queso por coagulaci6n (a) 
(a) Spreer (1973) 
- 
Tabla  1 : ~ l a b o r a c i 6 n  d e  quesos por  t i p o  de  p a s t a  en l a  Argen- 
t i n a  (a) ( t one l adas )  
Dura Semidura Blanda T o t a l  
( a )  S e c r e t a r l a  d e  A g r i c u l t u r a  y Ganaderla de  l a  Ncibn. 
8,5x10~~ toneladas (~a11,1983) para el a80 1982 el que contiene 
6,3x108 toneladas de protelnas. La tabla 2 muestra la produccidn 
aproximada de suero llquido para 10s afios 1982 - 1984 en nuestro 
pals, y 10s valores potenciales de protelna y lactosa que se pue- 
den obtener por el procesamiento de este suero llquido. Estas ci- 
fras de niveles de protelnas y lactosa aprovechables nos da una 
idea de la importancia del suero como materia prima de alto apor- 
te proteicoalos fines de la alimentacidn humana y animal. La com- 
posici6n del suero fresco (llquido), se muestra en la tabla 3 
(Josephson y Harper, 1974). 
La tabla 4 muestra una comparacidn de la leche y 10s dos 
principales efluentes de la industria lsctea: suero procedente de 
la fabricacidn de queso y permeato procedente de la fabricacidn 
de queso blando por ultrafiltraci6n (UF) en palses como Canadd y 
Francia (Jelen, 1983). El principal problema de estos dos efluen- 
tes es el contenido de lactosa. En el caso del suero, hay una can- 
tidad suficiente de protelnas, para que su recuperacidn resulte 
interesante. Sin embargo, en el permeato, practicamente, el proble 
- 
ma se reduce a1 contenido de lactosa y minerales. En la figura 2 
se muestra la magnitud relativa del problema del procesamiento de 
estos efluentes. 
Las protelnas contenidas en el suero son de excelente ca- 
Tabla 2 : ProducciBn aproximada de suero de queso en la Argen- 
tina y valores aproximados de protelnas y lactosa que 
se pueden obtener por su procesamiento (a) 
Suero llquido 
(toneladas) 
Protefnas 
(toneladas) 
Lactosa 
( toneladas ) 
(a) Secretarfa de Agricultura y Ganaderfa de la Naci6n. 
Tabla 3 : Composici6n aproximada del suero de queso (a) 
Componentes 
Porcentajes ( % )  
Suero por coagulaciBn Suero por acidificacign 
agua 
lactosa 
protelnas 
grasa 
minerales 
Scido l5ctico 
P H  
(a) Josephson and Harper (1979) 
Tabla 4 : Composici6n promedio de efluentes de la industria 
lactea comparada con la leche (a) 
Contenido ( %  )
Componente 
Protelna Grasa Lactosa Minerales 
Leche 
Suero 
(a) Jelen (1983). 
pro t e 
q i g u r a  2: Magnitud r e l a t i v a  d e  10s problemas r e l a c i o n a d o s  a1 
I 
r e p r o c e s a m i e n t o  d e  e f l u e n t e s  ta les  como s u e r o  d e  que- 
s o  o permeato p r o c e d e n t e  d e  l a  f a b r i c a c i 6 n  d e  q u e s o  
p o r  u l t r a f i l t r a c i d n  ( a )  
( a )  J e l e n  (1983)  
lidad, y tambign es una muy buena fuente de vitaminas y minera- 
les provenientes de la leche. La distribuci6n de las principales 
sustancias nitrogenadas se muestran en la tabla 5. A pesar de 
que el contenido proteico es de s6lo 13% (en suero deshidratado), 
se lo reconoce como excelente suplemento para la mayorla de las 
protefnas que constituyen 10s alimentos bssicos de grandes pobla- 
ciones en el mundo (cereales). Estas protefnas estdn constituf- 
das por una mezcla de protelnas y glicoprotelnas. Sus componen- 
tes son las albiiminas y globulinas que se insolubilizan por ca- 
lentamiento a aproximadamente 90°C. En contraste con la caselna 
(protelna mZis abundante en la leche), las proteinas del suero 
son solubles a1 valor del pH isoel6ctrico de la caselna (4,5-4,6). 
Cuando est6n desnaturalizadas (por acci6n del calor), su solubi- 
lidad en la regi6n isoelgctrica (o en soluciones salinas) estd 
disminulda en gran medida y coprecipita con la casefna. La frac- 
ci6n proteica coagulable por calor del suero es fundamentalmen- 
te globulina y albhina. La no coagulable per0 precipitable en 
parte por Zicido tricloroac6tic0, se la designa fracci6n "protea- 
sa-peptona" (sustancias de PM intermedio entre protelnas y pep- 
tidos). Las sustancias "nitrogenadas no proteicas" son materia- 
les dializables, de PM inferior a 500, que permanecen en solu- 
ci6n en las distintas condiciones en que se produce la precipi- 
Tabla 5: DistribuciBn de las principales sustancias nitrogena- 
das de la leche de vaca (a) 
Proporciones 
Relativas gramos por litro 
Pr6tidos totales 
Caselna entera 
Caselna a S 
Caselna f 
Caselna x 
Diversos 
Pxotelnas del suero 
,3 - lactoglobulina 
u - 1actoalbGmina 
Globulins (inmunes) 
Sustancias nitrogenadas 5 
no proteicas 
(a) Alais (1971). 
taci6n de las protelnas, y son de estructura qulmica muy varia- 
ble (junto a aminodcidos libres se encuentran urea,creatina, crea- 
tinina, dcido Grico, amonlaco, nucle6tidosI fosfollpidos). (Alais, 
1971). 
Hasta no hace muchos afios, el suero se consideraba como 
un residuo de eliminaci6n costosa. Dada su composici6nI pH y aw 
(>  0,99), este sufre un r%pido deterioro si se lo mantiene a 
temperatura ambiente. Lo habitual era derivarlo a 10s rlos. Con 
el desarrollo de la industria quesera, se crearon serios proble- 
mas de contaminaci6n producidos por la eliminaci6n de este efluen -
te. En este sentido, las reglamentaciones en prevenci6n de la con -
taminacih, obligaron a 10s fabricantes a elaborar el suero o a 
montar instalaciones propias de evacuaciBn. La primera alterna- 
tiva, que es la mds beneficiosa, a llevado a muchos investigado- 
res a estudiar caminos alternativos de utilizaci6n de este sub- 
product0 (Jelen, 1983; Schingoethe, 1975; Hargrove et al., 1975). 
Los procesos m%s comGnmente utilizados se pueden clasifi- 
car en: 
- Procesos de separaci6n o fraccionamiento: entre gstos se en- 
cuentran la ultrafiltraciQn, electrodiblisis, e intercambio 
i6nico entre otros, aplicados para obtener 10s ingredientes 
funcionales del efluente. 
- Procesos de concentracidn: Se utiliza para concentrar el suero 
o su fraccidn proteica, aplicdndose para esto evaporacidn bajo 
vaclo u dsmosis inversa (Wesley, 1 9 8 1 ) .  
- Procesos de secado: Este es un proceso importante en la elabo- 
raci6n de ingredientes para la industria alimentaria; habitual- 
mente se utiliza secado spray o liofilizaci6n. Se deben tener 
algunas precauciones debido a la higroscopicidad del product0 
final y la necesidad de evitar el dafio t6rmico de las protel- 
nas - 
Se sabe que actualmente, en parses desarrollados como 10s 
Estados Unidos, el 50% del suero total producido se lo envfa a 
sistemas municipales o industriales de tratamiento (Morr, 1 9 8 4 ) .  
El 50% restante es elaborado para distintos usos (Tabla 6). MSs 
del 50% del suero manufacturado es transformado en suero en pol- 
vo. Este se obtiene por concentracidn hasta el 50% de s6lidos 
y un posterior secado spray, lo que implica un costo significa- 
tivo. Su composici6n aproximada se muestra en la tabla 7 
(Weisberg, 1 9 7 6 ) .  
Tabla 6: Valores estimados de elaboraci6n de suero de queso en 
U.S.A., 1982 (a) 
Producto Toneladas 
Suero condensado 
Suero en polvo, consumo humano 
Suero en polvo, consumo animal 
Suero parcialmente delactosado 
Suero parcialmente desmineralizado 
Protelnas de suero concentrado 
3lezclas hfhedas con caselna o 
proteIna de soja 
Lactosa 
(a) Morr (1984). 
T a b l a  7:  C o m p o s i c i 6 n  a p r o x i m a d a  d c  s u c r o  d c  q u c s o  d e s h i d r a t a d o  ( a )  
C o m p o n e n t e s  V i t a m i n a s  
P r o t e f n a  
Grasa 
F i b r a  
C e n i z a s  
Humedad 
C a l c i o  
F d s f o r o  
S o d i o  
L a c t o s a  
E n e r g f a  
A r g i n i n a  
M e t i o n i n a  
L i s i n a  
T r i p t o f a n o  
H i s t i d i n a  
I s o l e u c i n a  
L e u c i n a  
F e n i l a l a n i n a  
V a l i n a  
t r e o n i n a  
0 , 3 2  V i t a m i n a  A 
0 , 2 5  V i t a m i n a  E 
1 , 0 7  V i t a m i n a  B12 
0 , 2 2  T i a m i n a  
0 , 2 0  R i b o f l a v i n a  
0 , 7 4  N i a c i n a  4 ,O m g / l b  
1 , 1 4  Acido p a n t o t 6 n i c o  2 0 , O  m g / l b  
0 , 3 6  C o l i n a  
0 , 7 3  A c i d o  f d l i c o  
(a )  Weisberg ( 1 9 7 6 ) .  
En nuestro pals se produjeron 2.380 toneladas de suero 
en polvo en el afio 1984.  Actualmente este polvo es un componen- 
te en muchos alimentos para consumo humano, entre 10s que se in- 
cluyen productos de panificaci6n y pastelerla, helados, sopas 
prcparadas, quesos fundidos, bebidas analcoh6licas y formulacio- 
nes para nifios (Bates et al., 1 9 7 4 ) .  Las desventajas del suero 
en polvo son su tendencia a1 apelmazamiento y el ser pulverulen- 
to. La higroscopicidad es provocada principalmente por su conte- 
nido de lactosa amorfa, per0 las protelnas y sales tambign par- 
ticipan en la absorci6n de humedad. Sin embargo, la lactosa co- 
no cornwonente predominante del suero tiene una influencia deci- 
siva sobre su higroscopicidad. Por lo tanto, la misma puede re- 
bajarse considerablemente si la lactoas est6 presente en el pro- 
ducto final en forma de un monohidrato de alfa-lactosa, no hi- 
groscdpico, aunque el suero en polvo con un 1 0 0 %  de contenido de 
lactosa en forma de cristales es todavla hasta cierto punto hi- 
groscBpico, debido a la presencia de las sales y las protefnas. 
La tabla 8  muestra la cantidad y porcentajes de utilizaci6n de 
suero en polvo en Estados Unidos para el afio 1 9 8 2  (Morr, 1 9 8 4 ) .  
Entre 10s otros procesos mencionados, 10s m6s utlizados son 10s 
necesarios para separar las protelnas y la lactosa. Para la re- 
cuperaciBn de las protefnas existen dos procesos comGnmente apl& 
cados. Si tanto la lactosa como el suero parcialmente delactosa- 
Tabla 8: UtilizaciBn de suero en polvo y concentrado de protefnas 
de suero en consumo humano, 1982 (a) 
Aplicaci6n Suero en polvo Concentrados de protefnas 
Panaderfa 
Mezclas con protehas 
Industria lsctea 
Mezclas con cereales 
Sopas 
Confituras 
Carne procesada 
Margarina 
Institucionales 
Comidas de infantes 
Bebidas/comidas diet& 
ticas 
Total 
(a) Morr (1984) 
do son de inter&, se debe desmineralizar y concentrar por bsmo- 
sis inversa (RO) o evaporaci6n a1 vaclo, cristalizar la lactosa 
y secar el concentrado de protelna (30%). Si lo que se busca es 
una protelna concentrada de mayor pureza (35-80%) se debe uti- 
lizar ultrafiltraci6n (UF), seguida de concentraci6n y secado. 
Sin embargo, el costo de proceso por Kg de protelna, en este 61- 
timo caso, es sumamente elevado. El punto principal de esta re- 
cuperaci6n no es la dificultad del proceso, sino su costo. Por 
este motivo varios investigadores han propuesto pretratamientos 
para la UF, tendientes a aumentar el flujo de proceso mbs que a 
mejorar la calidad del product0 final, motivados en consideracio 
- 
nes econ6micas tales como costo de equipamiento, depreciaci6nf 
reemplazo de la membrana, etc. (Matthews, 1979).Como ejemplo de 
este pretratamiento se puede mencionar el tratamiento de clari- 
ficaci6n utilizado en Holanda para suero 6cid0, que involucra 
una desmineralizaci6n y una floculaci6n. Otro ejemplo es el tan 
discutido tratamiento Australian0 que consiste en calentar el 
suero a 80°C por 15 segundos, controlando el pH en alrededor de 
5,5 (Hayes, et al., 1974). Si bien este tratamiento supuestamen- 
te aumenta el flujo del proceso de UF, paralelamente disminuye 
la solubilidad final de la protezna obtenida. En estudios rela- 
tivamente recientes, se ha concentrado la atenci6n en el us0 de 
iiigtodos basados en la separaci6n de protefnas de suero con elec- 
trolitos (formaci6n de complejos insolubles con carboximetilce- 
lulosa, trimetafosfato, hexametafosfato y tetrametafosfato de 
sodio), incrementando el contenido proteico por filtracidn en 
gel o por intercambio i6nico. 
En la tabla 9 se muestra la composici6n del concentrado 
de protelna de suero y la comparaciBn con leche en polvo descre- 
nada (Morr, 1984), y en la tabla 8 se dan las apliciones que es- 
te concentrado tiene en Estados Unidos. El concentrado de protel- 
nas se lo obtiene en forma de polvo. Las formas obtenidas con un 
alnimo de desnaturalizacidn presentan propiedades flsicas alta- 
xente deseables para uso alimentario. Por ejemplo su "flavornre- 
lativamente suave, su alta solubilidad y su facilidad para coa- 
gular (fen6meno que es responsable de interesantes interacciones 
con otras protelnas) (Wingerd, 1970). 
Una importante aplicaci6n de estos concentrados es en la 
preparaci6n de protelnas texturizadas. Estos grsnulos son prepa- 
rados a partir de formulaciones en las que intervienen grasa, 
concentrado de protelnas de suero y "flavors" (a queso, pollo, 
jam6n, etc.). A1 ser agregados a una sopa, en el comienzo de su 
ebullicibn, 10s grdnulos se hidratan y las protelnas coagulan 
para dar piezas con "flavor" y textura similar a1 product0 desea- 
Tabla 9: Composici6n d e l  concentrado de p ro te lnas  de  suero  
(CPS) y l eche  en polvo condensada (LPD) ( a )  
Componente 
35% CPS 70-80% CPS LPD 
Lactosa,  m5x. 
:-iinerales, mbx. 
Grasa, m%x. 
iiumedad 
( a )  Morr (1984) 
do. ~ambisn se preparan grdnulos con "flavor" a fruta, de partl- 
cular inter& en productos de horneado y de cereales para desayu- 
no. Estas protelnas muestran propiedades funcionales finicas que 
las hacen convenientes para la fortificaci6n de bebidas analco- 
h6licas carbonatadas. Considerando el volumen significative de 
este tip0 de bebidas que se consumen, especialmente por 10s ni- 
nos, la incorporacidn de ~ 6 1 0  un 1% en peso de concentrado de 
protelnas ( 8 0 % ) ,  representarla un aumento del valor nutritivo 
con un ligero increment0 en 10s costos. Es obvio que las protef- 
nas aisladas deberdn sufrir un mlnimo de desnaturalizaci6n en 
raz6n de su principal propiedad funcional que es la solubilidad. 
El concentrado de protelnas de suero (35%) podrd reemplazar a la 
leche descremada en polvo en preparaciones para lactantes, ya que 
el efecto de suplementacidn del suero es mds pronunciado que el 
de la leche descremada. De especial inter& son 10s elevados ni- 
veles de lisina, triptofano y azufrados en las protelnas del sue- 
ro, 10s que hacen que este subproducto sea valioso como suplemen- 
to de proteznas vegetales de baja o relativamente baja calidad 
nutricional (cereales, lino, etc.). El nivel relativamente bajo 
del aminodcido fenilalanina en las protelnas del suero, lo sefia- 
la particularmente conveniente como una fuente natural de protef- 
nas en la dieta recomendada para el tratamiento de nifios con fe- 
nilcetonuria. 
La otra recuperaci6n indispensable en el procesamiento del 
suero, es la de la lactosa. Se sabe que ningGn proceso de recu- 
peraci6n de protelna puede hacer econ6mico el reprocesamiento del 
suero, si no se intenta paralelamente una soluci6n para el mane- 
jo del gran caudal de lactosa emergente de este efluente. La hi- 
dr6lisis de la lactosa para obtener jugos azucarados parece ser 
uno de 10s procesos con m6s futuro para solucionar este problema. 
La hidr6lisis puede ser qulmica o enzimbtica. En el caso de hi- 
dr6lisis qufmica, se aplican altas temperaturas (90-140°C) y muy 
bajos pH (1,5), controlado por el agregado de 6cidos y por colum- 
nas de intercambio i6nico (Mac Bean, 1979). En ambos casos 10s 
problemas ingenieriles que se presentan, tales como el de corro- 
si6n, son muy serios, y por lo tanto no se conocen muchas apli- 
caciones industriales, La hidr6lisis enzimbtica es la mds fre- 
cuentemente aplicada en la industria. La enzimafl-galactosidasa, 
se adquiere comercialmente, en su forma libre. Coton (1981) su- 
giere que el camino mbs econ6mico es la utilizaci6n de la enzima 
inmovilizada. Hay dos rutas posibles para la hidr6lisis enzimb- 
tica: 
- la hidr6lisis puese ser llevada a cab0 en el permeato despro- 
a 
teinizado, conjuntamente con una operaci6n de recuperaci6n de 
la protefna. 
- el suero completo es tratado sin remover previamente la protefna 
La conversi6n del permeato en el jugo azucarado requiere 
un paso adicional de desmineralizaci6n. Para la desmineralizacidn 
de suero en forma industrial, cuando se requiere mSs ?iel 90% de 
desmineralizaci6nI se aplica el proceso de intercambio iBnico, pe- 
ro tiene la desventaja de la inespecificidad respecto a que iones 
se remueven. Si se desea s61o un 70% de desmineralizaci6n, la 
electrodidlisis es mSs econ6mica que el intercambio i6nico. Es- 
tos jugos azucarados son utilizados en helados, confituras, pro- 
ductos frutales y producci6n de levaduras entre otros. 
2.2. Consideraciones qenerales sobre preservaci6n de alimentos 
por mgtodos combinados basados en la reducci6n de la acti- 
vidad de agua 
Los objetivos que se persiguen en la preservaci6n de ali- 
mentos son: 
a- estabilidad microbiolBgica 
b- estabilidad nutritional 
c- e s t a b i l i d a d  organolEptica - 
E s  evidente  que l a  e s t a b i l i d a d  microbiol6gica e s  p r i o r i t a -  
r i a  debido a que e s t d  directamente relacionada con l a  sa lud  huma- 
na, por l o  t a n t o  e s t e  o b j e t i v o  s e  debe conseguir independiente- 
mente d e l  t i p o  de  alimento que se qu ie ra  preservar .  La e s t a b i l i -  
dad nutritional y organol6pt ica puede v a r i a r  dent ro  de  un c i e r t o  
rango de  acep tab i l idad  que depende de cada alimento en p a r t i c u l a r .  
Desde l a  antiguedad, el  hombre observ6 que e l  d e t e r i o r o  
podla ser re t r a sado  o prevenido con l a  reducci6n d e l  contenido 
d e  agua. Fue as5  que s e  r e a l i z 6  e l  secado n a t u r a l  o l a  deshidra-  
t a c i 6 n  mecdnica como met6dos de  conservaci6n. Posteriormente s e  
v i o  que l a  humedad de  un product0 no e r a  e l  pardmetro mds adecua- 
do para p redec i r  s u  e s t a b i l i d a d  y que e s t a  e s t aba  vinculada a 
o t r o  propiedad relacionada con e l  es tado d e l  agua en e l  alimento. 
Surge entonces e l  tErmino de  ac t iv idad  de  agua como expresi6n de  
l a  cant idad de  agua "disponible"  para i n t e r v e n i r  en l a s  reaccio-  
nes  d e  d e t e r i o r o  ( S c o t t ,  1957). Basados en e s t e  concept0 apare- 
cen 10s llamados "alimentos de humedad intermedia" ( IMF) ,  d e f i -  
nidos como alimentos suf icientemente hdmedos para  s e r  consumidos 
s i n  r eh id ra tac i6n  p rev ia  y e s t a b l e s  s i n  r e f r i g e r a c i 6 n  o proceso 
t6rmico (Kaplow, 1970).  Estos alimentos contienen una humedad ex- 
presada en base seca, del 20 ai 50%, la que implica valores de 
actividad de agua en el rango 0,70-0,86. Su estabilidad se debe 
a la reducciBn de a impidiendo de esa forma el desarrollo mi- 
W 
crobiano. Luego del Exit0 obtenido con 10s alimentos de humedad 
intermedia para perros, se intent6 desarrollar alimentos de hu- 
medad intermedia para consumo humano (Heidelbourgh y Karel, 
1975; Davis et al., 1976; Flink, 1978). Sin embargo, Estos no 
resultaron exitosos debido, bbsicamente, a que las concentracio- 
nes necesarias de 10s humectantes agregados (sal, azbcar, polio- 
les) para reducir la aw a1 valor deseado, lo hacen inaceptable 
desde el punto de vista organol6ptico. Es importante destacar 
tambien, que si bien 10s alimentos de humedad intermedia presen- 
tan buena resistencia a1 deterioro microbiano, sus condiciones 
10s hacen particularmente favorables a1 desarrollo de otras reac- 
ciones de deterioro como el pardeamiento no enzimztico y la oxi- 
daci6n de llpidos (Labuza, 1975), disminuyendo de esta forma su 
calidad y aceptabilidad. Por esta raz6n es importante hallar una 
formulaci6n tal que permita obtener un aliment0 organolgptica- 
mente aceptable y donde adem6s se minimicen todas las reacciones 
de deterioro. Este enfoque ha sido filtimamente aplicado, desa- 
rrolldndose tecnicas que permiten obtener alimentos microbiol6- 
gicamente estables, de actividades de agua m6s elevadas que 10s 
de humedad intermedia, superando de esta forma 10s inconvenientes 
anteriormente mencionados (Fox y Loncln, 1982). Estos alimentos 
se obtienen como resultado del efecto combinado del control y 
disminuci6n de la actividad de agua, disminuci6n del pH, control 
de la composiciBn y agregado de aditivos antimicrobianos. El ali- 
mento resultante puede ser conservado sin refrigeraci6n y sin 
llegar a su deshidratacibn, disminuyendo de esta forma el costo 
energgtico y obtenigndose ademds un aliment0 de buena calidad 
organolgptica y nutricional. 
Estas fueron las razones que impulsaron la idea de estu- 
diar la posibilidad de estabilizar el suero de queserfa, sin uti- 
lizar refrigeraciBn y sin llegar a la deshidrataci6n. 
2.2.1, Actividad de agua en alimentos, su predicciBn y determi 
naci6n 
En un sistema llquido/vapor de un s61o componente, la ten- 
dencia que presentan las mol6culas a1 escape se mide en tgrminos 
de la energfa libre de Gibbs (G). En un sistema de multicomponen- 
test la tendencia a1 escape del solvente (denominado componente 
1) estd dada en tgrminos de su potencial qufmico (pl) 
donde ni es el nhero de moles de la especie i. 
Es Btil definir fugacidad (fi), la cual para ciertas si- 
tuaciones es asimilable a la presi6n de vapor (pi). Para vapores 
saturados a temperaturas ordinarias, la diferencia entre fugaci- 
dad y presi6n de vapor es muy pequefia; por ejemplo a 2 9 3  K la 
relacidn f/p para el agua es 1,001 (Franks, 1 9 8 2 ) .  El potencial 
quimico del agua estd dado por 
donde A1 es una constante a una dada temperatura. Para un cambio 
en la concentracidn de agua a una dada temperatura 
El concept0 termodindmico de actividad de agua (ai o awl , 
fue definido bssicamente por Lewis (1907) como relaci6n entre la 
fugacidad real y la fugacidad del componente en el estado 
standard, 
donde fl es la fugacidad del agua en el aliment0 y fy es la fu- 
gacidad del agua en un estado standard definido. Luego en este 
estado, a; = 1 y en cualquier otro estado 
El estado standard es arbitrario y las limitaciones que 
esto implica son: 
a- que la temperatura del estado standard de referencia sea igual 
a la temperatura del sistema. 
b- que la presi6n total este definida. 
La comparacidn de aw = fw/fE con la humedad relativa de 
0 
equilibria del mismo sistema (pw/pw) muestra que hay una dife- 
rencia no mayor del 0,2% a temperatura y presiBn ambiente. La 
fugacidad es una presi6n corregida y la presi6n de vapor del 
agua a temperatura ambiente es baja y se comporta como ideal, 
lo que justifica la siguiente definici6n operativa de actividad 
de agua 
donde p, es la presidn de vapor de agua en el aliment0 y la 
W 
presidn de vapor del agua pura a la misma temperatura y presidn. 
Se deduce que la a del agua pura es 1; la presencia de distin- 
W 
tos constituyentes qulmicos, provocan la inmovilizacidn parcial 
del agua y por la tanto disminuyen su capacidad de vaporizarce, 
provocando en consecuencia una disminucidn de la actividad de 
agua. La ecuacidn anterior indica que la actividad de agua tam- 
bi6n puede relacionarse con la humedad relativa de equilibrio 
( H R E )  por la ecuaci6n 
El parbmetro actividad de agua da idea de la "disponibi- 
lidad" de agua para participar de reacciones qulmica, enzimbti- 
cas (Acker, 1962) y de crecimiento de microorganismos (Scott, 
1957). Esto indica que el agua contenida en 10s tejidos anima- 
les, vegetales y por lo tanto en 10s alimentos, no indica de 
por sf sola la "disponibilidad" del agua y por lo tanto la a, 
es el parsmetro que caracteriza el estado flsico-qulmico de la 
misma o sea su disponibilidad. Como consecuencia de esto, la 
actividad acuosa es una de las variables de control mds importan- 
te en la tecnologla de preservaci6n de alimentos. El efecto glo- 
bal de la aw en las alteraciones mds tlpicas que puede sufrir un 
alimento fue condensada por Labuza (1975), en el denominado "ma- 
pa de estabilidad de 10s alimentos" (figura 3). La informaci6n 
que este mapa da es general, ya que muchas variables del alimen- 
to (composici6nf pH, potencial de Bxido-reducci6n, tipo de adi- 
tivos, etc.) y la relaci6n de &stas con la aw determinan para ca- 
da alimento un comportamiento especlfico. 
Numerosos procesos de preservaciBn de alimentos se basan 
en la reducci6n de la actividad acuosa. Por esta raz6n se hace 
necesario definir cu6les son 10s fenBmenos que determinan la re- 
ducci6n de la actividad de agua en 10s alimentos; estos son: 
1- SorciBn 
2- Disoluci6n de solutos 
3- Fuerzas ca~ilares 
Se puede considerar que un alimento es una mezcla de agua 
con varios constituyentes como biopolfmeros, azticares, sales inor- 
g6nicas y orggnicas, etc. que pueden variar cualitativa y cuanti- 
tativamente en funcidn de factores tales como suelo, clima, va- 
Figura 3: Napa de estabilidad de 10s alimentos (a) 
(a) Labuza et al. ( 1 9 7 0 )  
riedad, procesamiento, almacenamiento, etc. Dada esta composici6n, 
10s primeros dos fen6menos mencionados son 10s de mayor importan- 
cia y el conocimiento de 10s mismos provee la herramienta necesa- 
ria para predecir la actividad de agua de 10s alimentos. 
Los componentes de 10s alimentos que no se solubilizan, 
que son usualmente biopollmeros (protelnas, almidones, pectinas, 
celulosa, etc.) ligan agua en su estructura, lo que produce una 
reducci6n de la aw. Este efecto por lo general, comienza a pre- 
dominar cuando el porcentaje de agua en base seca es menor que 
el 50%. El termino sorci8n indica todos 10s procesos en 10s que 
un s6lido se combina reversiblemente con las mol6culas de agua. 
Para indicar la direcci6n del proceso se utilizan 10s tgrminos 
adsorci6n y desorci6n. Este proceso involucra adsorci6n fisica 
y condensaci6n capilar. El mgtodo m6s efectivo de estimar la can- 
tidad de agua ligada de esta manera es a traves de las isotermas 
de sorci6n, que son curvas que relacionan el contenido de agua 
del s6lido con su presi6n de vapor de agua en el equilibrio o 
sea con su a BSsicamente se observan dos tipos de curvas en 
w - 
10s alimentos, la sigmoidea (en la mayorla de 10s casos) y la de 
increment0 gradual (figura 4). 
La mayorla de 10s investigadores estsn de acuerdo en de- 
limitar tres secciones diferentes de las isotermas de sorci6n 
(figura 5 ) .  
1. Zona I 
Corresponde a1 agua fuertemente ligada; en esta zona el 
agua se fija a 10s grupos polares del sustrato. La energla 
de adsorci6n de esta capa monomolecular es del orden de 1 a 
15 Kcal/mol. Esto explica que el agua de esta capa sea diflcil 
de extraer y que no congele, 
2. Zona I1 
Corresponde a1 agua dgbilmente ligada. Se trata de sucesi- 
vas capas de agua, fijas sobre la primera por intermedio de 
enlaces hidr6geno. 
3. Zona I11 
Corresponde a1 agua libre, Esta representa la mayor parte 
0,5 
actividad d e  agua 
Figura  4: Tipos de i so te rmas  de s o r c i 6 n  ( a )  
( a )  Van der B e r g  e t  al. ( 1 9 7 8 )  
actividad de agua 
Figura 5: Zonas correspondientes a una isoterma de sorci6n 
ideal de un aliment0 (a) 
(a) Van der Berg et al. (1979) 
del agua de 10s alimentos frescos. El agua por muy "libre" que 
sea no sale espont6neamente de 10s tejidos ya que se encuentra 
retenida dentro de la estructura del gel que conforman 10s 
biopollmeros. 
Usualmente existe histgresis en el rango intermedio de aw, 
hall6ndose la rama de adsorci6n por debajo de la de desorci6n. 
Las isotermas de sorci6n permiten conocer: 
a. La relaci6n entre el contenido de agua del sistema y su aw. 
b. Calor de sorci6n, importante desde el punto de vista del secado. 
c. Contenido de agua de la monocapa. 
Si bien existen m%s de 75 ecuaciones para describir mate- 
mdticamente las isotermas de sorci6n, desde el punto de vista 
prdctico se usan unas pocas que cumplen con el compromiso de jus- 
tificar te6ricamente 10s datos y resultan sencillas de utilizar. 
Entre ellas, la mds conocida y ampliamente utilizada es la Ecua- 
ci6n BET (Braunauer- Emmet-Teller) 
donde: 
ml = humedad correspondiente a1 valor de monocapa 
c = constante relacionada con el calor de sorci6n 
Esta ecuacidn se aplica para sistemas con aw menor que 0,5. 
Las variaciones de temperatura afectan marcadamente esta relaci6n 
en 10s alimentos (Wolf et al., 1973). Los gradientes de tempera- 
tura conducen a gradientes de presidn de vapor de agua, producien- 
do una transferencia de humedad y cambios en 10s niveles de aw 
hasta alcanzar nuevamente el equilibrio. Varios autores han pro- 
puesto ecuaciones que tratan de describir su dependencia con la 
temperatura para cada aliment0 en particular, llegando general- 
mente a relaciones muy complejas. 
DisoluciBn de solutos 
En el caso I e alimentos frescos y de aquellos denominados 
de la actividad aduosa es el fen6meno de disoluci6n de solutos. 
semihOnedos a > 
Estos solutos pieden estar presentes naturalmente en el alimen- 
I 
0,75), el pricipal responsable de la reduccidn 
I to o ser agregados durante su procesamiento. Cuando 10s solutos 
I 
de la aw en alimentos. Los no-electr litos, por ejemplo sustan- 
cias orgsnicas en soluci6n tales 10s polialcoholes, pueden 
se disuelven en agua, la entropla disminuye porque las molgcu- 
las se orientan con respecto a1 soluto. El agua tiene menor li- 
bertad de escapar a la fase vapor y como consecuencia de ello, 
disminuye la presi6n de vapor. Este concept0 es la base de la 
teoria de disminuci6n de la aw. 
Por su naturaleza dipolar, el agua disuelve o dispersa mu- 
chas sustacias i6nicas. Existen adem%s un grupo grande de sustan- 
cias no i6nicas que tambign son solubles en agua, tales como al- 
coholes, aldehidos, cetonas, etc., y cuya solubilidad radica en 
la tendencia a formar uniones hidr6geno 
pos polares caracteristicos. En estas 
cer distintas entidades, tales como 
mente, iones solvatados y no solvatados, 
dos electrostSticamente o iones 
libre en condiciones de intervenir er 
Los solutos pueden clasificarse 
trolitos de acuerdo con el comportamiento 
sas con respecto a la corriente 
es absoluta per0 permite definir 
cuanto a la presencia de uno u otro 
entre el agua y 10s gru- 
disoluciones pueden apare- 
xrol6culas unidas covalente- 
grupos de iones asocia- 
complejos. Estos afectan el agua 
reacciones de deterioro. 
en electrolitos y no elec- 
de sus soluciones acuo- 
el6ct.rica. Esta clasificaci6n no 
trat.amientos diferenciales en 
-oluto para la predicci6n 
interactuar con el agua u otros componentes mediante formacidn 
o ruptura de uniones puente hidrbgeno. Teniendo en cuanta esta 
propiedad, Rowlin (1969) clasifica las soluciones orgsnicas acuo- 
sas binarias por la fuerza de las uniones hidrggeno con 10s gru- 
pos oxhidrilos de agua. De la serie nitrilos, cetonas, Gsteres, 
alcoholes, poligteres, aminas, polialcoholes y poliaminas, 10s 
primeros dos, muestran con el agua una solubilidad crltica con 
la temperatura, hasta tener lugar una separaci6n de fases. Los 
Gltimos dos son completamente miscibles con el agua, y 10s otros 
muestran caracterlsticas intermedias. 
Los electrolitos a1 disolverse en agua tienen un compor- 
tamiento m%s complejo que 10s no electrolitos debido a la pre- 
sencia de mGltiples entidades. Existen diversos criterios para 
su clasificaci6n. Sin embargo la divisidn mSs corriente en la bi- 
bliografla, que toma en cuenta su capacidad de disociacidn en el 
solvente, es la de electrolitos fuertes y electrolitos dzbiles. 
Es conveniente, sin embargo, considerarlos como electrolitos aso- 
ciados y no asociados (Robinson y Stokes, 1965). Los electroli- 
tos no asociados comprenden aquellos solutos que a1 disolverse 
en el solvente producen s61o iones, cationes y aniones, posible- 
mente solvatados. La ionizaci6n es completa y no existe eviden- 
cia de la existencia de mol6culas covalentes o de asociaciones 
entre iones de cargas opuestas. El cloruro de sodio en agua es 
el ejemplo tlpico de este grupo, En general, cuando el solvente 
es agua, se comparten asf 10s haluros y percloratos alcalinos y 
alcalinos tgrreos, 10s nitratros y algunos haluros y percloratos 
de 10s metales de transici6n. Esta subdivisi6n podrla asimilar- 
se en parte a la de 10s electrolitos fuertes. Los electrolitos 
conocidos como asociados pueden subdividirse en electrolitos d6- 
biles y pares i6nicos. Los primeros comprenden aquellos solutos 
que pueden existir como mol~culas covalentes no disociadas y como 
iones. Todos 10s dcidos pertenecen a esta clase, incluyendo 10s 
llamados dcidos fuertes como el dcido clorhldrico y percl6rico. 
Las bases, (con excepci6n de las de 10s metales alcalinos y de 
10s hidr6xidos de sales cuaternarias y algunas sales como el HgC12 
pueden ser consideradas electrolitos dgbiles. Los pares i6nicos 
no son mol6culas definidas, per0 se comportan como si fueran mo- 
lgculas no ionizadas. En ellos ocurre asociaci6n por atracci6n 
puramente electrostdtica entre iones de signos opuestos. Los sul- 
fatos especialmente de metales divalentes son 10s componentes mds 
tlpicos de esta clase. Esta clasificacidn no es rigurosa, per0 
permite un mejor tratamiento para el estudio de soluciones acuo- 
sas, especialmente las que contienen especies i6nicas que se halla 
normalmente en alimentos.Todas estas consideraciones de interac- 
ci6n de solutos en medio acuoso deberbn, por lo tanto, tomarse en 
cuenta en la elecccidn del humectante a utilizar para disminuirla 
En la eleccidn del soluto mas adecuado, adem%s del factor a w de- 
ber6n considerarse otros factores tales como solubilidad, textura, 
sabor, pH, llmite fisiol6gic0, costo, etc. 
Predicci6n de la actividad de agua 
El primer paso para la prediccidn de la actividad de agua 
de un alimento consiste en conocer cuales son 10s principales 
constituyentes y sus cantidades relativas respecto a1 agua presen- 
te en el mismo. En alimentos frescos, el agua es el principal cons -
tituyente, representando el 75-95% del peso de 10s mismos. Su aw 
est6 determinada solamente por la naturaleza y concentraci6n de las 
especies qulmicas (de peso molecular relativamente bajo) natural- 
mente disueltos en el alimento. Dado que la concentraci6n de estos 
solutos (no i6nicos o ionizables) en alimentos frescos es relati- 
vamente pequefia, la actividad acuosa de 10s mismos difiere poco de 
la unidad. Chirife y Ferro Fontsn (1982) calcularon la actividad 
de agua para una gran cantidad de frutas, vegetales y carnes y en- 
contraron que la misma se encuentra en el interval0 0,970-0.996. 
En alimentos procesados, se pueden considerar dos tipos principa- 
les: a- 10s alimentos deshidratados con una aw inferior a 0,750, 
en 10s cuales debido a la baja proporci6n relativa de agua, el fe- 
n6meno de adsorcidn es el principal responsable de la reducci6n 
de la actividad acuosa y b- 10s alimentos semihfimedos, con a su- 
W 
perior a 0,750, en 10s que el agua constituye una proporci6n con- 
siderable de su peso y por lo tanto la depresi6n de la actividad 
de agua se debe a fen6menos de disoluci6n de solutos. 
Dado que el material utilizado en esta investigaci6n se en- 
cuadra en la categorla b, (es decir alimentos semihhedos), se de- 
sarrollars la teorla necesaria para la predicci6n de la actividad 
de agua de este tipo de alimentos. El estudio de la actividad de 
agua de 10s alimentos semihhedos es bzsicamente el estudio de la 
aw de soluciones, el cual es conocido en sus bases flsico-quxmi- 
cas. Idelamente, la disminuci6n de la aw responde a la ley de 
Raoult; de acuerdo a ella, pi = xi pi , es decir que la presi6n 
parcial de cualquier componente de una soluci6n es igual a la pre- 
si6n parcial del componente puro por su fraccidn molar en la solu- 
ci6n. Por lo tanto, 
En muchos casos, existen desviaciones de este comportamien -
to ideal debido a: 
- no toda el agua es capaz de actuar como solvente. 
- no todo el soluto estd en soluci8n. 
- las interacciones entre mol6culas de soluto causan desviaciones 
de la idealidad. 
El comportamiento ideal es seguido por soluciones dilufdas. 
Por ejemplo, la ecuacidn 9 predice con un error de 1% la aw para 
soluciones de glucosa o glicerol hasta una concentraci6n 4M, para 
soluciones de sacarosa hasta 2M y para muchos electrolitos hasta 
La tabla 10 muestra la validez de la ley de Raoult para es- 
tas y otras soluciones de alta actividad de agua. 
Las propiedades termodindmicas de electrolitos fuertes fue- 
ron extensamente estudiadas por Bromley (1973) y ~itzer (1973) . Pit- 
zer (1973) desarroll6 un sistema de ecuaciones para las propieda- 
des termodin5micas sobre la base de un anslisis modificado del c16 
-
sico modelo de ~eb~e-~iickel. El coeficiente osm6tic0, . ests dado 
por la ecuaci6n desarrollada wor Pitzer (1973) como: 
Tabla 10:  Validez de l a  ley de Raoult para soluciones de a l t a  aw 
Raoult Experimental 
Sacarosa 
Glucosa 
Glicerol 
Maltosa 
Sorbitol  
Propilenglicol 
NaCl 
K C 1  
donde : 
'M 'X = nhero de iones de M y de X 
ZM y ZX = cargas respectivas de 10s iones 
v = v  M + 'X
Los otros valores son: 
donde : 
A = 0,395 a 25OC (coeficiente de Debye-Hiickel) 
b = 1,2 (Pitzer, 1973) 
a = 2 (Pitzer y Mayorga, 1973) 
1 = 4 m i  z2 = fuerza idnica 1 
Bm y Cm = segundo y tercer coeficiente viriales 
(0) defi- Para cada sustancia 10s dos parsmetros BMX y BEIX 
nen el segundo coeficiente virial. El tercer coeficiente virial 
es usualmente despreciable. El factor numeric0 2VM V X  que multi- 
plica el segundo y tercer coeficiente virial en la ecuaci6n de 
Pitzer, se mantiene en funci6n de conservar la simplicidad de la 
misma. Estos coeficientes representan las interacciones en un 
corto rango para pares y tripletes i6nicos. En la ecuaci6n 
( 2  vMvX)  / V  y 2  ( v M v X )  3 / 2 / v  son unitarios para un electrolito MX 
simgtrico. 
Bromley ( 1 9 7 3 )  desarroll6 un sistema de representaci6n y 
estimaci6n de propiedades termodin6micas de electrolitos fuertes, 
que fue descripto por Pitzer y Mayorga ( 1 9 7 3 )  como una simplifi- 
caci6n del modelo de Pitzer. El tercer coeficiente virial es omi- 
tido, y el segundo es modificado a una forma que tarnbien depende 
de la fuerza i6nica per0 ~ 6 1 0  con un parsmetro ( B ) .  Esta ecuacibn, 
a pesar de ser menos exacta, es sin embargo satisfactoria para 
altas concentraciones de soluto ( 6 M ) .  
Esta se expresa como: 
+ 0,6 B). 
donde: 
' % = 0,511 Kg mol' a 25OC 
I z +  Z-I es el product0 de la carga de 10s iones 
p se toma igual a 1 (para todos 10s solutos) 
B es un parsmetro para cada soluto 
Los datos obtenidos de coeficiente osm6tico para cualquie- 
ra de las dos ecuaciones anteriores, se puede utilizar para cal- 
cular la a 
W 
a = exp (- 6 ml mv) 
W 
donde: 
@ = coeficiente osm6tico 
ml = peso molecular 
m = molalidad del soluto 
v = nhero de moles de todas las especies que dan un mol 
de soluto en soluci6n 
Para el caso de no electrolitos en soluci6n acuosa, 
Norrish (1966) desarroll6 una ecuaci6n basada en un simple and- 
lisis termodin6mico de soluciones, 
donde: 
x1 = fracci6n molar del agua 
x2 = fracci6n ~olar del soluto 
K = constante caracterlstica de cada no electrolito 
Los valores de K para el cdlculo de la aw, se pueden ob- 
tener en bibliografla. Algunos de estos valores se muestran en 
la tabla 11. 
Como ya se mencion6 anteriormente, 10s alimentos no son 
soluciones simples sino mezclas complejas. Por lo tanto para po- 
Tabla 11: Valores de  l a  cons tante  de  Norr ish,  K,para no 
e l e c t r o l i t o s  (2S°C) ( a )  (b )  ( c )  
Solu to  K 
PEG 600 
PEG 400 
l a c t o s a  
l a c t u l o s a  
sacarosa 
PEG 200 
d- dcido t a r t d r i c o  
maltosa 
glucosa 
f r u c t o s a  
dcido mdlico 
s o r b i t o l  
e r i t r i t o l  
g l i c e r o l  
p r o p i l e n g l i c o l  
(a)  C h i r i f e  y Ferro Fontdn ( a )  (1980) 
(b) C h i r i f e  y Ferro  Fontdn ( b )  (1980) 
(c) C h i r i f e  e t  al . ,  (1980) 
der predecir la aw de la mayorla de 10s alimentos es necesario 
poseer ecuaciones de prediccibn en soluciones de multicomponen- 
tes. Una forma rigurosa de calcular la aw tanto para soluciones 
simples como para complejas es la dada por la ecuacibn de Gibbs- 
DCihem (Rockland y Stewart, 1981). 
donde : 
(presibn y temperatura constantes) (14) 
ni = nfimero de moles del componente i 
a = actividad del componente i i 
Para una soluci6n binaria que contiene un s61o soluto en 
agua, con una molalidad mi, la ecuacibn anterior se transforma 
en : 
La actividad del soluto ai en esta mezcla binaria es ex- 
presada como 
donde : 
0 Xi = coeficiente de actividad del soluto en el sistema bi- 
nario 
Reemplazando en la ecuacibn 15 se obtiene la siguiente 
ecuacibn : 
1 dln(aw) = - - 0 55,5 mi dln (miYi) 
En una soluci6n de multicomponentes la ecuaciBn anterior 
se generaliza de la forma: 
donde: 
5: = coeficiente de actividad del componente soluto i del 
sistema. 
Como resultado de las interacciones de 10s solutos presen- 
tes, 10s coeficientes de actividad en la mezcla no tiene el mis- 
mo valor que en una soluci6n simple. Estas interacciones. de las 
cuales no se sabe mucho, hacen muy diflcil la resoluci6n de es- 
ta ecuaci6n si no se realizan algunas simplificaciones. Si la 
soluci6n no es muy concentrada, la interacci6n entre 10s distin- 
tos componentes puede ser despreciada. Ross (1975)  asumi6 que 
10s efectos de interacci6n entre estos componentes se cancelan 
en promedio, lo que matemsticamente significa que: 
entonces , 
sustituyendo la ecuaci6n 1 6  e integrando 
que es la ecuacidn derivada por Ross ( 1 9 7 5 )  
Por l o  t a n t o  l a  aw de  una solucidn compleja s e  reduce a l a  produc- 
t o r i a  de  l a  ac t iv idad  de agua de l a  solucidn acuosa de cada com- 
ponente, medidos a l a  misma molalidad que en l a  solucidn compleja. 
Ross (1975) demostrd l a  va l idez  de  su ecuaci6n para mezclas de 
azbcares ,  s a l e s  e ingred ien tes  no so lubles ;  en e s t o s  casos (aw > 
0.8) e l  e r r o r  porcentual  f u e  menor que e l  2 % .  A a l t a s  aw, l a  ecua- 
c idn  de  Ross da una razonable estimacidn. A b a j a s  awl para mezclas 
s d l i d a s ,  l a  ecuacidn da desviaciones importantes.  Es ta  ecuaci6n 
f u e  apl icada  a carnes de  humedad intermedia r e g i s t r a d a s  en l a  li- 
t e r a t u r a  ( C h i r i f e  e t  a l . ,  1978) y a alimentos "semi-hGmedosH e la -  
borados en l a  Argentina (Vigo e t  a l . ,  1979). E l  r e su l t ado  de  es- 
t o s  t r a b a j o s  demuestra que l a  ecuacidn de  Ross e s  un metodo s i m -  
p l e  y razonable para p redec i r  l a  a w en soluciones de multicompo- 
nentes .  
Medicidn de  l a  ac t iv idad  de  agua 
La determinaciBn de  l a  ac t iv idad  acuosa puede r e a l i z a r s e  
mediante l a  medici6n de  l a  humedad r e l a t i v a  de  e q u i l i b r i o  o l a  
medicidn d e l  descenso cr ioscdpico.  Dentro d e l  primer grupo s e  
pueden mencionar 10s mandmetros de pres idn  devapor,los h igrdnet ros  
de  f i b r a  y 10s higrdmetros e l 6 c t r i c o s .  Los mandmetros son u t i l i -  
zados para determinar la aw de alimentos por medicidn de su pre- 
sidn de vapor (Acott y Labuza, 1975; Karel y Nickerson, 1964; 
Vos y Labuza, 1974).Lamues~raescolocada en un recipiente conec- 
tad0 a un mandmetro y evacuado. El sistema se mantiene a tempe- 
ratura constante permitiendo que la muestra llegue a1 equilibrio 
en aproximadamente una hora. Se mide la presi6n de vapor, se re- 
mueve el agua evaporada y a continuaci6n se mide la presi6n de 
vapor de 10s gases remanentes y de 10s voldtiles. La actividad 
acuosa del aliment0 se obtiene por diferencia de las dos lectu- 
ras precedentes dividida la presidn de vapor del agua pura a la 
misma temperatura (Labuza et al., 1976). Este mgtodo es efecti- 
vo en un rango -de aw de 0 a 0,9 (Vos y Labuza, 1974). El m6to- 
do tiene mucha precisi6n per0 poca exactitud por no poder al- 
canzar el equilibrio t~nnico de la muestra. No es aconsejable 
realizar mediciones de comidas fermentadas 0 muestras que man- 
tengan un crecimiento microbiano debido a que la evoluci6n de 
gas invalida la medici6n. 
Los higr6metros de fibra son ampliamente utilizados de- 
bido a su bajo costo comparado con otros equipos como por ejem- 
plo 10s higr6metros el6ctricos. El instrumento consta de una ca -
ja de acero inoxidable donde se coloca la muestra, con una tapa 
que contiene el elemento sensor para medir la actividad de agua, 
ademds posee un capilar termom6trico de compensaci6n de tempe- 
ratura. La propiedad utilizada por el instrumento es el cambio 
de dimensi6n longitudinal de una fibra sintetica que absorbe 
humedad. Esta fibra de respuesta sensitiva, es una poliamida y 
el valor de awmedido es leldo directamente en un dial ubicado 
en la parte superior de la tapa. Estos instrumentos son calibra- 
dos con soluciones salinas saturadas en el rango en que se va 
a realizar la medici6n y $sta debe ser chequeada peri6dicamente. 
Si se expone tiempos prolongadosamuestras que contengan vold- 
tiles puede presentar problemas de contarninaci6n. El tiempo de 
equilibrio es de 3-4 horas y el rango de actividad de agua en 
que se puede utilizar es de 0,4 a 1,O. 
Los higr6metros el6ctricos se basan en la medici6n de la 
conductividad, resistencia o capacidad de una sal higroscBpica, 
una resina de intercambio i6nico y un capacitor polimerico res- 
pectivamente en equilibrio con la atm6sfera (Troller y 
Christian, 1978). Como en el caso anterior (higr6metro de fi- 
bra), el equipo debe ser calibrado con soluciones salinas sa- 
turadas en el rango de medici6n (Favetto et al., 1983), per0 
su tiempo de equilibrio varfa de % a 1 hora segtin el tipo. Son 
precisos y rspidos per0 tienen inconvenientes como su alto cos- 
to y 10s problemas relacionados con el sensor debido a enveje- 
cimiento o contaminaci6n con g l i c o l e s ,  a lcoholes  y o t r o s  vold- 
t i l e s  orgdnicos provenientes de l a s  muestras. 
La medici6n d e l  descenso cr iosc6pico  s e  r e a l i z a  en un 
cri6scopo y 10s va lo res  d e l  punto de congelaci6n l e fdos  pueden 
ser transformados en aw mediante l a  s i g u i e n t e  re lac ibn:  
donde : 
BF = depresi6n d e l  punto de c o n g e l a c i h .  
Para l a  mayorfa de 10s s o l u t o s  de i n t e r &  en e l  6 rea  de 
al imentos,  10s va lo res  de aw calculados de e s t a  forma no d i f i e -  
r en  en m6s de  0,01 unidades de  aw con respecto  a 10s va lo res  
medidos a 25"C, y es a p l i c a b l e  para va lo res  de aw super iores  
a 0,85 (Ferro ~ o n t d n  e t  a l . ,  1981 b). 
2.3.  Efectos  de  l a  ac t iv idad  de  agua en e l  crecimiento micro- 
biano 
En un aliment0 10s microorganismos deben a f r o n t a r  una 
s e r i e  de  f a c t o r e s  que in f luenc ian  su crecimiento,  esporulaci6n,  
germinaci6n, morfologla,  movilidad y produccidn de metabol i tos .  
La a c t i v i d a d  de  agua es uno de 10s f a c t o r e s  mds importantes 
( T r o l l e r ,  1980) ,  per0 e s  importante t e n e r  en cuenta que 6 s t a  
i n t e r a c t d a  con o t r o s  f a c t o r e s  t a l e s  como temperatura (Wodzinski 
y F r a z i e r ,  1960), pH ( T r o l l e r ,  1973) ,  presencia  o ausencia  de 
a i r e  ( C h i r i s t i a n  e t  a l . ,  1973) ,  concentraci6n de  hidr6gen0, 
concentraci6n de  oxlgeno y di6xido de carbono, t i p o s  de  so lu tos  
u t i l i z a d o s  y presencia  de sus tanc ias  i n h i b i t o r i a s .  Cuando algu- 
nos de  e s t o s  f a c t o r e s  no e s t d  en su v a l o r  6ptimo para e l  micro- 
o r g a n i s m ~  en cues t ibn ,  e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  de  l a  reducci6n 
de  l a  aw t i ende  a a m e n t a r .  Esto e s  muy importante ya que per- 
m i t e  ob tener  un product0 microbiol6gicamente e s t a b l e  con una 
combinaci6n de  condiciones relat ivamente suaves. En 10s pard- 
g ra fos  s i g u i e n t e s  se anal izardn  algunos de e s t o s  f a c t o r e s  y l a  
i n t e r a c c i 6 n  e n t r e  e l l o s .  
2.3.1. Factores  que afec tan  l a  e s t a b i l i d a d  m i c r o b i o l ~ i c a  
a- Actividad de  agua 
E l  d e s a r r o l l o  de  microorganismos presenta  algunas d i fe ren-  
c i a s  e n t r e  b a c t e r i a s ,  hongos y levaduras ,  pero,  en forma gene- 
ral, se puede decir que ya sea por fisi6n binaria, gemacidn o 
extensi6n de hifas, las fases de crecimiento que se observan en 
cada caso son similares (Troller et al., 1978). Existe un primer 
perfodo de adaptaci6n, conocido como fase lag, seguido por un 
crecimiento acelerado (fase exponencial), luego la velocidad de 
crecimiento disminuye, alcanzando un balance entre Gsta y la ve- 
locidad de muerte (fase estacionaria). Eventualmente, la veloci- 
dad de muerte puede superar la de crecimiento, y en este caso se 
entra en una fase declinante, disminuyendo la poblaci6n microbia- 
na, Es bien conocido, que en forma general, una disminuci6n de 
a inhibe el desarrollo de 10s microorganismos. Esto se ve refle- 
w 
jado en el aurnento de la fase lag, disminuci6n de la fase loga- 
rftmica y fase estacionaria (Troller, 1980) (figura 6). Este corn- 
portamiento es v6lido para bacterias, hongos y levaduras. La ta- 
bla 12, recopilada por Troller (1979), nos da 10s valores de aw 
mfnimo de crecimiento de algunos microorganimsos comunes en ali- 
mentos, en el caso de que 10s dem6s factores de stress estgn en 
sus valores 6ptimos para el desarrollo de cada microorganismo en 
particular. 
Bacterias 
La mayorfa de las bacterias no halofllicas crecen a aw 
controt 
i 
---- ----- -- - 
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Figura 6: Efecto de la reduccidn de la a en el crecimiento W 
de bacterias (a) 
(a) Troller (1980) 
Tabla 12: Mfnima aw para el crecimiento de microorganismos (b) 
a Bacterias Levaduras Hongos 
W 
0,98 Clostridium botulinum tipo EI 
Pseudomonas (a) 
0,97 Clostridium (a) botulinum 
tipos A, B y C 
0,96 Flavobacterium, Klebsiella, 
Lactobacillus (a), Proteus (a) 
Pseudomonas, Shiqella 
0,95 Alcaliqenes, Bacillus, Citro- 
bacter, Clostridium, Entero- 
bacter, Escherichia, Proteus, 
Pseudomonas, Salmonella, Vibrio, 
Serratia, Lactobacillus (a) 
0,94 Lactobacillus, Microbacterium, 
Pediococcus, Streptococcus (a) , 
Vibrio , Aerobacter (a) 
0,93 Lactobacillus (a) Streptococcus 
Stachybotrys 
ata 
-
Rhodbttorula, 
Pichia 
Tabla 12 (continuaci6n) 
0,91 Corynebacterium, Staphylococcus 
(anaerbbico) , 
Streptococcus (a) 
0,9 0 Lactobacillus (a) , Micrococcus, Hansenula, 
Pediococcus , Vibrio (a) , Saccharomyces 
Bacillus (a) 
0,86 Staphylococcus (aerbbico) , 
Vibrio (a) 
0,75 Halobacterium, Halococcus 
Candida , Deba- - Cladosporium 
ryomyces, To- 
rulapsis Han- 
seniaspo.ra 
Debaryomyces 
Paecilomyces 
Saccharomyces Asperqillus, 
baillii Penicillium, 
Emericella, 
Eremascus 
Asperqillus, 
Walilemia 
Crysosporium 
Tabla 12 (continuaci6n) 
Saccharomyces Monascus 
rouxii 
Xeromvces 
bisporus 
(a) una especie 
(b) Troller (1979) 
en el rango 0,997-0,980 (Troller y Christian, 1978). A valores 
de aw por debajo del dptimo, la velocidad de crecimiento dismi- 
nuye generalmente en forma lineal, y esta disrninucidn ser6 ma- 
yor para microorganismos que requieran altas aw. En llneas gene- 
rales, dentro de las bacterias no halofllicas, 10s bacilos gram- - 
negativos, son mds sensibles a la reduccidn de awl teniendo un 
aw mlnimo de crecimiento en un medio de laboratorio en el rango 
0,96-0,94. Para Clostridium sp. el valor mlnimo de aw es 0,95- 
0,94 y para Bacillus sp 0,93-0,90. 
En el caso de cocos gram-positivos el rango de variacidn 
de aw mlnima es muy amplio siendo Bste 0.95-0,83. 
Un comportamiento distinto que el aqul descripto se pre- 
senta para bacterias halofllicas. Generalmente, toleran altas 
concentraciones de sal y por lo tanto crecen en sistemas de baja 
a per0 no pueden crecer en ambientes de alta aw. Esta condicidn 
wr 
de baja aw se puede lograr por el agregado de sales inorgSnicas, 
usdndose comcnmente NaC1. 
El efecto de la aw sobre la esporulacidn y la genninacidn 
de esporas fue estudiado por Jacobson y Murrell (1977), quienes 
encontraron que tanto la aw como el soluto empleado para el ajus- 
te de esta aw, tiene influencia en la formacidn de esporas es una 
cepa de Bacillus cereus. Solutos como glucosa, sorbitol y NaCl 
l imi tan  l a  esporulacidn a una aw d e  0,95, mientras  l a  esporula- 
c i6n en presencia  de  g l i c e r o l  ocur re  a una aw t a n  b a j a  como 0,91. 
En genera l  s e  encontr6 que l a  aw mlnima para l a  esporulacidn es- 
t 6  por a r r i b a  de  l a  necesar ia  para  e l  crecimiento y 10s va lo res  
de  aw para l a  germinacidn de  esporas  son apreciablemente menores 
que 10s de crecimiento.  
Otro punto importante e s  conocer l a  r e l a c i 6 n  e x i s t e n t e  en- 
t r e  l a  aw y l a  producci6n de  toxinas .  Ohye y C h r i s t i a n  (1967) han 
encontrado que l a  aw mlnima necesa r i a  para e l  crecimeinto y pro- 
ducci6n de  toxina de  C. botulinum es 0,94, observdndose algunas 
d i f e r e n c i a s  dependiendo d e l  t i p o  estudiado. 
Varios inves t igadores  han estudiado l a  i n f l u e n c i a  d e  l a  
aw sobre  l a  s l n t e s i s  de  entero toxina  de  S. aureus ( T r o l l e r ,  1 9 7 1 ;  
L o t t e r  y Le i s tne r ,  1978). En l f n e a s  genera les ,  e s t o s  da tos  mues- 
t r a n  que l a  aw requerida para l a  s l n t e s i s  de  entero toxina  v a r f a  
con e l  t i p o  de  entero toxina ,  s iendo por ejemplo, l a  en te ro tox i -  
na B m6s s e n s i b l e  que l a  en tero toxina  A. E s  importante d e s t a c a r ,  
desde e l  punto de  v i s t a  de  l a  seguridad de un al imento,  que l a  
mfnima aw para l a  producci6n de  toxina  e s  mayor que l a  requer ida  
para e l  crecimiento d e l  microorganismo. 
Otro aspect0 i n t e r e s a n t e  son 10s cambios morfol6gicos pro- 
ducidos por una disminuci6n de aw en el  medio. L a  aw i n t r a c e l u l a r  
e s t d  un poco por debajo de  l a  a, d e l  medio e x t e r i o r ;  s i  6 s t a  e s  
reducida por e l  agregado de  s o l u t o s ,  l a  cg lu la  s u f r e  un shock 0s- 
mBtico y rspidamente p ie rde  agua. Por ejemplo en e l  caso de  
S. aureus p ie rde  alrededor  d e l  50% de  su  agua i n t r a c e l u l a r  s i  s e  
l o  cambia de  un medio de  a, = 0,995 a o t r o  de  a, = 0,950 (Koujima 
et  a l . ,  1978).  Durante e s t e  proceso l a  c6 lu la  muere o permanece 
en es tado de  l a t e n c i a .  Para poder c r e c e r  debe reduc i r  su awl pu- 
digndolo hacer  por d i s t i n t o s  caminos; o b ien  l a  cElula  admite e l  
s o l u t o  que redujo l a  a, externa ,  en cuyo caso Q s t e  debe s e r  com- 
p a t i b l e  con e l  funcionamiento enzimStico, o de  l o  c o n t r a r i o  l a  
c g l u l a  acumula o produce un so lu to  d i s t i n t o  que tambi6n disminu- 
ye su  a y como en e l  caso a n t e r i o r  tambign es  compatible con 
W' 
e l  funcionamiento enzimdtico. La segunda h i p 6 t e s i s  parece s e r  l a  
m6s aceptada (Sperber,  1983) y 10s "so lu tos  compatibles" mbs co- 
munes son e l  i6n  po tas io  en b a c t e r i a s  h a l o f f l i c a s ,  p ro l ina  en 
b a c t e r i a s  osmotolerantes,  dcido Y-amino b u t l r i c o  en b a c t e r i a s  mo- 
deradamente t o l e r a n t e s  y dcido glutdmico en b a c t e r i a s  poco t o l e -  
r an tes .  Es te  mecanismo puede esquematizarse como s e  muestra en 
l a  f i g u r a  7 (Sperber,  1983). La c g l u l a  de l a  p a r t e  izquierda  de  
l a  f i g u r a  c rece  a a l t a  velocidad con una elevada aw (0 ,995) ,  y 
posee una concentraci6n i n t r a c e l u l a r  normal de  componentes t a l e s  
como iones  po tas io  e iones glutamato. S i  l a  cg lu la  s e  expone a 

un medio d e  a, menor, por  ejemplo 0,950, Bsta p i e r d e  agua y d e j a  
d e  crecer. La disminuci6n i n t e r n a  d e  agua hace que aumente l a  
concent rac i6n  i n t e r n a  d e  i ones  po ta s io .  E s t e  aumento de  iones  po- 
t a s i o  a c t i v a  l a  glutamato dehidrogenasa  l a  c u a l  produce l a  t r a n s -  
formaci6n d e  a-ceto  g l u t a r a t o  a glutamato,  e l  c u a l  comienza a 
acumularse en l a  c g l u l a .  A medida que e l  g lutamato se acumula, e l  
agua e n t r a  nuevamente en l a  c Q l u l a .  Todas las  b a c t e r i a s  e s t u d i -  
d a s  muestran una acumulaci6n i n t r a c e l u l a r  de  un aminodcido cuan- 
do son somet idas  a un s t r e s s  osmbtico. Aquellas que acumulan s6- 
l o  glutamato,  generalmente,  no pueden c r e c e r  a n i v e l e s  d e  aw i n -  
f e r i o r e s  a 0,95. E l  glutamato,  e s t 6  cargado negativamente a 1  pH 
que t i e n e  l a  c g l u l a  y r e q u i e r e  l a  p re senc i a  de  un c a t i 6 n ,  que 
+ 
usualmente es [ K  1. Cuando l a  concent rac i6n  d e  glutamato es su- 
f i c i e n t e m e n t e  a l t a  p a r a  r e d u c i r  l a  a, i n t r a c e l u l a r  a 0,95,  l a  
concentraciBn i n t r a c e l u l a r  d e  K+ r e s u l t a n t e  es tambisn t a n  a l t a  
que  es t d x i c a  pa ra  a lgunos d e  10s funcionamientos c e l u l a r e s  y 
por  l o  t a n t o  l a  c s l u l a  d e j a  d e  crecer. S i n  embargo, a lgunas  bac- 
t e r i a ~  pueden d e c a r b o x i l a r  e l  glutamato a dcido a-amino b u t f r i c o  
(GABA) o l o  pueden r e d u c i r  a p r o l i n a .  Es tos  son aminodcidos r e l a -  
t ivamente  neu t ros ,  que no r equ ie ren  l a  p re senc i a  de  c a t i o h s  y 
por  l o  t a n t o  l a  c g l u l a  que acumula e s t o s  aminodcidos e s  capaz d e  
c r e c e r  a a m6s b a j a s  que a q u e l l o s  que s61o acumulan glutamato.  W 
Las bac t e r i a s  h a l o f l l i c a s  t a l e s  como Halobacterium sp . ,  
pueden c recer  a  una aw de 0,75, per0 emplean un mecanismo d i s -  
t i n t o  a 1  aquf desarrol lado.  Schobert ( 1 9 7 9 )  propuso una hipdte-  
sis d i s t i n t a  sobre l a  accidn de c i e r t o s  so lu tos .  De acuerdo a l a  
misma 10s po l io l e s ,  por medio de  su  grupo h id rox i lo ,  pueden par- 
t i c i p a r  en l a  e s t ruc tu r a  d e l  agua i n t r a c e l u l a r ,  preservando de  
e s t a  fo rmalah idra tac i6n  de  10s biopollmeros ce lu l a r e s ;  l a  pro- 
l i n a  cambia dreas hidrof6bicas de  biopolfmeros por residuos h i -  
d r o f l l i c o s  por medio de  una asociaci6n hidrofdbica e n t r e  una par- 
t e  nopolar de  l a  molGcula de p ro l ina  y dreas  supe r f i c i a l e s  hidro- 
f6bicas  de  biopollmeros. Los so lu tos  como l a  p ro l ina  son denomi- 
nados "solu tos  compatibles" debido a que reducen l a  aw in t race -  
l u l a r  s i n  s e r  t6xicos  para l a  ac t iv idad enzimdtica de  l a  c6lu la .  
E l  g l i c e r o l  e s  o t r o  ejemplo de  so lu to  compatible. A pesar  de no 
s e r  producido por l a s  bac te r i as ,  s i  es td  presente  en e l  medio, 
puede e n t r a r  a  l a  cGlula y ac tuar  en l a  misma forma que l o  hace 
l a  p ro l ina ,  y por l o  t an to  l a  mayorfa de  l a s  bac t e r i a s  pueden 
c recer  a  va lores  de  aw menores cuando e l  so lu to  u t i l i z a d o  para 
reduci r  l a  aw e s  g l i c e r o l  en lugar  de  NaC1. Sperber (1983) rea- 
l i z 6  una recopilaci6n de  datos sobre l a  in f luenc ia  de  va r ios  so- 
l u t o s  presentes  en e l  medio sobre l a  mlnima aw para e l  crecimien- 
t o  (Tabla 1 4 ) .  Los valores  de aw mfnima en presencia de  NaCl y 
Tabla 14: Influencia del soluto sobre la aw mlnima de crecimien- 
to de bacterias (a) 
Microorganismo 
Mlnima aw para el crecimiento en 
NaCl Glucosa Glicerol 
Clostridium perfringens 0,97 0,96 0,95 
C. botulinum tipo E 0,97 ---- 0,94 
C. sporagenes 0,945 0,965 0,935 
Lactobacillus helveticus 0,963 0,966 0,928 
Streptococcus themophi- 0,985 
lus 
-
S. lactis 0,965 
Pseudomonas fluorescens 0,957 
Vibrio parahaemolyticus 0,948 
(a) Sperber (1983) 
glucosa son marcadamente rnbs a l t o s  que para g l i c e r o l  t a l  como 
s e  mencion6 anteriormente.  En genera l  e l  NaC1, K C 1 ,  glucosa y 
sacarosa muestran un t i p o  s i m i l a r  de  comportamiento, mientras 
que e l  g l i c e r o l  permite e l  crecimiento a va lo res  menores de  aw. 
E l  C1.  sporagenes y e l  Vibrio parahaemolit icus muestran un a l t o  
v a l o r  de aw para glucosa.  Estos r e su l t ados  podrzan a t r i b u i r s e  a1 
hecho de  que l a  glucosa no f u e  e s t e r i l i z a d a  separadarnente d e l  
medio y por l o  t a n t o  tenga lugar  una inh ib ic i6n  d e l  crecimiento 
por productos d e l  pardeamiento no enzimbtico. 
Hongos y levaduras  
En l a  na tu ra leza  se ha encontrado, que generalmente 10s 
hongos y l a s  levaduras  crecen en condiciones mbs Scidas,  m5s se- 
cas  y en medios de  mayor concentraci6n de  s o l u t o s  que l a s  bacte- 
r i a s ,  por l o  t a n t o  10s n i v e l e s  de  aw necesar ios  para i n h i b i r  e l  
crecimiento de  l a  mayorla de  10s hongos y levaduras  e s  menor que 
l a  necesa r i a  para  l a  inh ib ic i6n  de l a s  b a c t e r i a s  ( T r o l l e r  y 
C h r i s t i a n ,  1978). 
La mayor p a r t e  de  l a s  levaduras t i e n e n  va lo res  de  a, I f -  
m i t e s  e n t r e  0,80 y 0,90 (Corry, 1971). La mayorla de  10s da tos  
e x i s t e n t e s  de  l a  r e l ac idn  de l a  aw con e l  crecimiento de  levadu- 
r a s  se r e f i e r e  a  l a s  especies  osmofl l icas .  La levadura mbs osmo- 
f l l i c a  que s e  ha a i s l a d o  e s  l a  Saccharomyces r o u x i i  (Von 
Schelhorn, 1950) ,  que c rece  a  una aw mlnima de  0 , 6 2  en jarabe 
de  f r u c t o s a  y en concentrado de peras .  Algunas especies  de  
S. r o u x i i  tarnbign se encuentran e n t r e  l a s  levaduras mSs to leran-  
t e s  a  l a  s a l ,  desarrol l6ndose a  n ive les  de  aw cercanos a  0,81. 
Los hongos son 10s microorganismos mbs osmotolerantes y 
crecen a  aw muy bajas .  P i t t  y Chr i s t i an  (1968) encontraron que 
Monascus bisporus (Xeromces b isporus)  pueden c r e c e r  a  un v a l o r  
de  a, t a n  ba jo  como 0 , 6 1 .  La mayorla de 10s hongos presentan un 
v a l o r  de  aw l i m i t a n t e  en e l  rango 0,80-0,95. En l a  t a b l a  13 s e  
muestran 10s va lo res  de aw mlnirnos requeridos para e l  d e s a r r o l l o  
y formaci6n de tox inas  de algunos hongos comunes en alimentos.  
Aqul se observa que 10s va lo res  requeridos para l a  producci6n de  
tox ina  son super iores  que 10s requeridos para e l  crecimiento,  l o  
que representa  (como ya s e  mencion6 anter iormente para bacte- 
r i a ~ ) ,  una ven ta ja  desde e l  punto de  v i s t a  de  l a  seguridad d e l  
alimento.  P i t t  (1975) denomin6 x e r o f l l i c o s  a  aquel los  hongos ca- 
paces de  c r e c e r  por debajo de  aw 0.85. Es te  a u t o r  e s tud i6  10s 
requerimientos de  agua de  mds de  40 especies  consideradas xero- 
f f l i c a s  e n t r e  l a s  cua les  f iguran  v a r i a s  capaces de  c r e c e r  a  va- 
l o r e s  de  aw de  0,7 0 y abn menores. 
Tabla 13: Efecto de la aw sobre el crecimiento y produccidn de 
toxinas en hongos (a) 
Hongo 
a mlnima 
W Toxina 
Crecimiento Produccion de toxina 
Asperqillus flavus Aflatoxina 0,78-0,80 
Penicillium 0,81 
patulum 
A. ochraceus 
Patulin 
Ochratoxin 
A. ochraceus Penicillic 
acid 
Stachybotrys atra Stachybotryn 
(a) Troller (1980) 
Temperatura 
En general, 10s microorganismos muestran una mayor tolerancia 
a la aw reducida a temperaturas cercanas a sus Bptimas de creci- 
miento. Un ejemplo de esto pueden ser 10s resultados obtenidos 
por Ohye y Christian (1967) para Clostridium botulinum tipo B. 
La temperatura Bptima de crecimiento para este microorganismo a 
altas a es de 37-40°C per0 si 6sta se reduce a 30°C y 20°C, la 
W 
mfnima a que permite el crecimiento aumenta considerablemente. 
W 
Resultados similares fueron obtenidos para Pseudomonas fluo- 
rescens en un rango de temperatura de 15-30°C y para Aerobacter 
aerdqenes y Lactobacillus viridescens a 15-37OC (Wodzinski y 
Frazier, 1960, 1961 a, 1961 b). 
Este efecto no estd muy claro para el caso de bacterias extre- 
madamente halofllicas, donde el aumento de temperatura de incuba- 
ci6n es acompafiado de un importante aumento de la concentraci6n 
de sal Bptima para su crecimiento, es decir una reducci6n de su 
nivel Bptimo de aw de crecimiento. 
Para levaduras osmofllicas (Von Schelhorn, 1950) la aw minima 
para fermentar es 0,66 a 30°C, 0,70 a 20°C y 0,78 a 10°C. 
Los estudios realizados por Ayerst (1966, 1969) confirman que 
10s hongos son m6s tolerantes a las bajas aw a temperaturas cer- 
canas a la Bptima de crecimiento. Por ejemplo para Aspergillus 
ruber, existe crecimientoa~aw=0,85 - T = 5OC, a = 0,80 - T = W 
10°C, aw = 0,725 - T = 35OC y a = 0,80 - T = 37OC- 
W 
El pH es un importante factor selective para el desarrollo de 
microorganismos en 10s alimentos. En la naturaleza, la acidez 
inherente de algunas frutas, representa un mgtodo natural de pro- 
tecci6n de 10s tejidos de la planta frente a1 deterioro microbia- 
no (Jay, 1978). La aw influye sobre el pH mznimo de crecimiento. 
En general se puede decir que el tipo de microorganismo que pue- 
de crecer en un alimento estb determinado (a una dada temperatu- 
ra) prbcticamente por el pH y la aw. En un alimento con pH 4,5 
o menor, combinado con aw reducida, s61o crecersn hongos y/o le- 
vaduras. Sin embargo, si la a es alta, las bacterias bcido-lbc- 
W 
ticas son 10s microorganismos principales involucardos en la con- 
taminaci6n. La tabla 15 muestra 10s valores de pH (mbximo y ml- 
nimo) para el crecimiento de microorganismos comunes en alimen- 
tos en medios de laboratorio. La relaci6n de la a, y pH sobre el 
crecimiento de microorganismos fue extensamente estudiado para 
bacterias formadoras de esporas. En la tabla 16 se resume el 
Tabla 15: Valores llmites de pH que permiten el crecimiento mi- 
crobiano 
Microorganismos PH PH Referencias 
mlmimo mdximo 
Bacterias 
Salmonella sp. 
S. aureus 
8,O-9,6 Corlett y Brown (1980)  
Troller y Christian ( 1 9 7 8 )  
Corlett y Brown (1980)  
Troller y Christian (1978)  
C. perfringens 
C. botulinum 
C. botulinum tip0 A 
C. botulinum tipo E 
Campylobacter j e juni 
Escherichia coli 
~ibrio parahaemolyticus 4,8 
Troller y Christian (1978)  
Corlett y Brown (2980)  
Troller y Christian (1978)  
Troller y Christian (1978)  
Doyle y Roman ( 1 9 8 1 )  
Corlett y Brown (1980)  
Troller y Christian (1978)  
Corlett y Brown (1980)  
Troller y Christian ( 1 9 7 8 )  
Beuchat (1975)  
Tabla 15 (continuaci6n) 
Bacillus cereus Corlett y Brown (1981) 
Troller y Christian (1978) 
Yersinia enterocolitica 4,6 
Pseudomonas fluorescens --- 
g16 Stern et al. (1980) 
Troller y Christian (1978) 
Lactobacillus sp. 7,2 Corlett y Brown (1980) 
Levaduras 
Saccharomyces cereviciae 2,35 Corlett y Brown (1980) 
Troller y Christian (1978) 
Saccharomyces rouxii Troller y Chiristian (1978) 
Tilbury (1980)- 
Saccharomyces bailii Troller y Christian (1978) 
Hongos 
As~eraillus flavus Corlett y Brown f 1980) 
Troller (1980) 
Aspergillus ochraceus Troller (1980) 
Penicillum citrinum Troller y Christian (1978) 
Tabla 15 (continuaci6n) 
Penicillum italicurn 
Penicillum patulum 
. *  - 
Corlett y Brown (1980) 
Troller (1980) 

Tabla 16 (continuaci6n) 
C. botulinum, Tipo E 6,5 a 
7 12 a 
C. botulinum, Tipo A 5,6 
>5,8 
Tipo B 5,4 
i5,8 
Tipo E 5,8 
S5,8 
TipoA+B 5,2 
516 
b Caldo 
Caviar 
+ NaCl 
Emodi y Lechowich 
Hauschild y 
Hilsheimer (1979) 
r-l 

efecto de la reduccidn de aw sobre pH mlnimo de crecimiento. El 
aumento de la concentraci6n de soluto (lo que implica disminuci6n 
de aw), aumenta el valor de pH mlnimo de crecimiento para todas 
las especies de bacterias evaluadas en esta tabla. 
Otros factores que tienen influencia sobre el pH mfnimo de 
crecimiento incluyen el tipo de soluto y la especie estudiada. 
Baird-Parker y Freame (1967) demostraron que el NaCl era mbs in- 
hibitorio que el glicerol a la misma aw. El pH mlnimo de creci- 
miento, con a 0,97 para esporas de C1. botulinum tipo A, fue de W 
5,3 en un medio con glicerol y de 5,5 en un medio con NaC1. El 
efecto fue mucho m6s marcado para esporas de C1. botulinum tipo 
B, puesto que el pH mlnimo de crecimiento (aw = 0,96) en un medio 
con glicerol fue 5,3 y en otro conteniendo NaCl fue 7,O. El uso 
de diferentes azdcares (glucosa, sacarosa o fructosa) para redu- 
cir la aw no presenta un efecto significativo sobre el pH mlnimo 
de crecimiento de C1. pasteurianum a la misma a (Jakobsen y 
W 
Jensen, 1975). Comportamiento similares se observaron en hongos 
y levaduras. Por ejemplo, Saccharomyces cereviciae en medio 0 y 
0,lM de NaCl crece en un amplio rango de pH (3,O a 7,0), per0 en 
3M de NaCl (aw = 0,8E) sblo lo hace en pH 4,O-5,O. 
La temperatura de incubaci6n influye significativamente sobre 
el pH mlnimo de crecimiento de microorganismos a una dada aw. 
Por ejemplo, el cambio de temperatura de incubacien de 20° a 30°C 
disminuye el pH mlnimo (a, = 0,97) de 6.0 a 5.5 para C1. botulinum 
tipo A (Baird-Parker y Freame, 1967). 
Baird-Parker y Freame (1967) comparan el efecto del pH reduci- 
do y a, reducida para esporas y cglulas vegetativas de C1. botu- 
linum. La reducci6n de a, a pH reducido, tiene ~ 6 1 0  un efecto 
mlnimo en la germinaci6n de esporas de 10s tipos A, B y E, A un 
dado pH, la a, mlnima para el crecimiento de c6lulas vegetativas 
estS 0,01 unidades sobre el mfnimo de aw requerido para la ger- 
minaci6n de esporas. En el caso de C1. botulinum, la a, reduci- 
da en combinaci6n con pH reducido, parece influenciar la forma- 
ci6n de nuevas cglulas vegetativas a partir de esporas germina- 
das y el proceso de cglulas vegetativas per0 no la germinaci6n 
de esporas. Bergere y Harmier (1970) informaron que la germina- 
ci6n de esporas de C1. tyrobutyricum a pH reducido era m6s tole- 
rante a1 NaCl que el crecimiento de c6lulas vegetativas. La ma- 
yorla de 10s datos de bibliografla, para estos y otros microor- 
ganismos, muestran que el agregado de solutos, a pH reducidos, 
inhibe el crecimiento de celulas vegetativas y la formaci6n de 
nuevas cglulas a partir de esporas germinadas, per0 tiene poca 
influencia sobre la germinaci6n de esporas. 
d- Concentraci6n de oxlgeno 
Para aquellos microorganismos facultativos, la aw mlnima de 
crecimiento es menor en condiciones aer6bicas que en condiciones 
anaerbbicas. Por ejemplo, en el caso de S. aureus, la aw mlnima 
de crecimiento en aerobi8sis es 0,86 y en anaerobiosis 0,92 
(Scott, 1953). 
La influencia de 10s nutrientes sobre la aw de crecimiento de 
las bacterias ha sido estudiado con Salmonellae. Se ha comparado 
la velocidad de crecimiento en un medio simple glucosa-sales 
inorghnicas, con y sin un suplemento definido y en un medio com- 
plejo caldo de infusi6n cerebro-coraz6n (Scott, 1957). Esto se 
puede observar en la figura 8. Los medios complejos aumentan la 
velocidad m6xima de crecimiento, per0 no permiten crecimiento a 
aw 
mSs bajas que en aquellos medios suplementados sint6ticamente. 
Para el caso de hongos, Snow et al. (1944) observaron que Asper- 
qillus repens produce crecimiento visible sobre fibras de salva- 
do a aw 0,80 per0 no a 0,75. Sin embargo, si se adiciona almid6n 
a1 medio, crece a aw 0,72. Si se prepara una mezcla de almid6n 
! ~ u r v a  1 - caldo de infus ign  cerebro-coraz6n 
I 
aw controlada por a j u s t e  d e l  contenido de  agua 
O aw controlada por mezclas de s a l e s  
ICurva 2 : hidrol izado de  case lna-ext rac t0  de  levadura + mezcla de  
s a l e s  
!Curva 3 : medio glucosa-sales  + 5 aminodcidos + 8 vitaminas + 
+ mezcla de s a l e s  
Curva 4 : medio de glucosa-sales  + mezcla de s a l e s  
'F'igura 8 : Efecto de  10s n u t r i e n t e s  sobre l a  velocidad de  c r e c i -  
miento de Szlmonella oranienburg a  v a r i a s  ac t iv idades  
acuosas (a* ) ( a )  
A 
( a )  S c o t t  ( 1 9 5 7 )  
y albGmina de  huevo, e s t e  hongo c rece  a una aw de  0,70 en 5 me- 
s e s ,  per0 no s e  observa crecimiento en ninguno d e  e s t o s  dos nu- 
t r i e n t e s  individualmente a 10s 7 meses de incubaci6n. 
f- Agentes qulmicos 
Un ejemplo muy conocido d e l  e f e c t o  combinado de  un agente  
qulmico con l a  aw e s  el  caso d e l  n i t r i t o  y baja  a, (por  e l  agre- 
gad0 de  NaC1) para preservar  carne mediante l a  i n h i b i c i 6 n  d e l  
crecimiento de  Clostridium botulinum. 
L i  e t  a l .  (1974) proponen un mstodo para preservar  f r u t a s  
mediante e l  cua l  s e  remueven 10s gases de  10s t e j i d o s  ba jo  vac lo  
y s e  reemplazan con una mezcla conteniendo 30% sacarosa ,  peque- 
fias cant idades de  NaHS03 y sorbato  de potas io .  E l  punto c l a v e  
d e l  e x i t 0  de  e s t e  mEtodo e s  l a  a l t e r a c i 6 n  apropiada d e l  t e j i d o  
de  mod0 t a l  que permita l a  en t rada  de  l a  mezcla humectante/pre- 
s e r v a t i v o  s i n  a l t e r a r  su t ex tu ra .  
Una de  l a s  formas mbs e f e c t i v a s  de  preveni r  e l  crecimien- 
t o  microbiano en alimentos de  humedad intermedia e s  mediante l a  
combinaci6n de  un humectante como g l i c e r o l  o NaCl y un agente  
antimicrobiano (Acott  y Labuza, 1975 a ) .  Dentro de  10s agentes  
antimicrobianos m % s  u t i l i z a d o s  se pueden mencionar: 
benzoatos- su actividad antimicrobiana es mdxima en un rango de 
pH 2,5-4,O; es efectivo para bacterias, hongos y levaduras per0 
no es recomendado para bacterias debido a que su actividad de- 
crece drdsticamente por encima de pH 4,5 que es justamente donde 
se encuentran 10s mayores problemas de contaminacidn bacteriana. 
propionatos-s~n muy efectivos frente a hongos per0 poco efecti- 
vos frente a bacterias y levaduras; actda a pH inferiores a 5,5. 
Es ampliamente utilizado en pan, tortas, quesos procesados y ali- 
mentos para animales. 
sorbatos- el dcido s6rbico y especialmente el sorbato de potasio 
son 10s agentes antimicrobianos mbs ampliamente utilizados en 
alimentos. Su principal accidn es sobre hongos y levaduras y ade- 
m6s ejerce una acci6n positiva sobre algunas bacterias de impor- 
tancia alimentaria como Staphylococcus aureus, C. botulinum, 
E. coli y Salmonella. El sorbato de potasio es mbs efectivo a 
valores de pH cercanos a su constante de disociaci6n (pKa) que 
tiene un valor de 4,5. A este pH, el 50% del bcido se encuentra 
en su forma efectiva (no disociado) (Tabla 17). Por lo tanto, 
este agente antimicrobiano es mbs efectivo en alimentos de bajo 
pH. El m6ximo pH para su actividad es 6,O-6,5 y por esta razbn, 
en estos niveles de pH, este es elegido frente a1 propionato o 
Tabla 17: Efecto de l  p H  sobre l a  disociacidn d e l  dcido s6rbico(a)  
Fraccion no disociada ( % )  
( a )  Sofos y Busta ( 1 9 8 1 )  
benzoato cuyos mdximos pH de actividad est%n alrededor de 5,O- 
5,5 y 4,O-4,s respectivamente. En la figura 9 se muestra la in- 
hibici6n relativa ejercida sobre una levadura (Saccharomyces 
cerevisiae) por la adici6n de igual concentraci6n de propionato 
de sodio, benzoato de sodio y sorbato de potasio, a pH 5,5 y 30°C, 
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cuando un caldo es inoculado con 3x10 u~C/ml. El crecimiento es 
cuantificado como densidad 6ptica (D.O.) del caldo. Como se pue- 
de observar en esta figura, el sorbato retrasa significativamen- 
te el crecimiento de la levadura y el valor mdximo a1 que se lle- 
ga a las 72 horas es mucho menor que en 10s otros casos (Infor- 
me tecnico suministrado por Monsanto Company, Nutrition Chemicals 
Division, St. Louis). 
En las figuras 10, 11, 12 y 13 se ilustra la relaci6n en- 
tre el pH del sistema y la eficiencia antimicrobiana del sorba- 
to para S. aureus, Salmonella, E. coli y Saccharomyces cerevisiae. 
Los ensayos se realizaron a 25OC y el crecimiento fue medido co- 
mo densidad Bptica (D.O.) en un caldo de tripticasa-soja con un 
indculo inicial de lo6 UFC/ml. En todos 10s casos se observa que 
si bien el sorbato es efectivo hasta valores de pH 6,O-6,5, se 
requiere una concentraci6n mayor a 0,1% de 6ste si se pretende 
lograr una inhibiciBn total del microorganismo en estudio, y, 
por otro lado, a pH menores como por ejemplo pH 5,0, esta con- 
tiempo ( hotas)  
4 indcuto inicial = 3,0.10 UFC/ml 
Figura 9: Efecto comparativo de distintos agentes antimicrobia- 
nos sobre el desarrollo de Saccharomyces cereviciae (a) 
(a) Informe tEcnico, Monsanto Company, Nutrition and 
Chemicals Division 
24 48 72 
t i empo ( hor as 1 
Figura 10: Relaci6n entre el pH y la eficiencia antimicrobiana 
del sorbata de potasio sobre el desarrollo de 
Staphylococcus aureus 
( a )  Informe T e c n i c o ,  Monsanto Company, N u t r i t i o n  and 
Chemicals Division 
pH 5J5 
control 
Figura 11: Relacidn entre el pH y la eficiencia antimicrobiana 
del sorbato de potasio sobre el desarrollo de 
Salmonella (a) 
SK = sorbato de potasio 
(a) Informe tecnico, Monsanto, Company Nutrition and 
Chimicals Division 
pH5,O - 
control 
L pH 680 con t kol 
- 0 24 48 72 
tiempo (horas) 
Figura 12: ~elaci6n entre el pH y la eficiencia antimicrobiana 
del sorbato de potasio sobre el desarrollo de E.coli(a) 
SK = sorbzto de potasio 
(a) Informe t6cnic0, Monsanto Company, Nutrition and 
Chemicals Division 
control 
p H  5 J 5  
control 
control  
tiempo ( horas 1 
Figura 13: Relaci6n entre el pH y la eficiencia antimicrobiana 
del sorbato de potasio sobre el desarrollo de 
Saccharomyces cereviciae (a) 
S K  = sorbato de potasio 
(a) 1,qforme tecnico, Monsanto Company, Nutrition and 
Chemicals Division 
centraci6n (0,1%) es suficiente para eliminar totalmente 10s mi- 
croorganism~~ presentes (Informe tecnico suministrado por 
Monsanto Company, Nutrition Division, St., Louis, 1983). 
2.4. Reacciones de deterioro en alimentos de a reducida 
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2.4.1. Generalidades 
La estabilidad microbiol6gica de un alimento es fundamen- 
tal desdeelpunto de vista de la salud humana. Superada esta for- 
ma de deterioro se deben considerar otras reacciones que no s6- 
lo alteran la calidad organolgptica del alimento, sino que ade- 
mbs pueden producir una importante disminuci6n de su valor nu- 
tritivo (por ejemplo ?or pgrdida de valor biol6gico de proternas, 
destrucci6n de vitaminas, etc.). Dentro de las reacciones de de- 
terioro mbs importantes en alimentos pueden mencionarse las si- 
guientes : 
- Pardeamiento enzimdtico en frutas y vegetales con producci6n 
de color marr6n oscuro, acompafiado de cambios de sabor, olor 
y textura. 
- Pardeamiento no-enzimbtico con cambios de color, alteraci6n 
d e  f l a v o r  y t e x t u r a ,  acompafiado de  una importante pgrdida nu- 
t r i c i o n a l .  
- OxidaciBn de  l i p i d o s  con producci6n de  o l o r e s  y sabores desa- 
gradables  ( " o f f - f l a v o r s " ) ,  degradaci6n de  Scidos grasos  esen- 
c i a l e s  y des t rucc i6n  de  c i e r t a s  vitaminas.  
- Reacciones h i d r o l l t i c a s  donde l a s  m6leculas de  a l t o  peso mole- 
c u l a r  se degradan a e s t r u c t u r a s  oligom6ricas y f inalmente a 
s u s  e s t r u c t u r a s  monom6ricas (almidbn en d e x t r i n a s ,  o l i g o  y mo- 
nosacbridos; l l p i d o s  en bcidos grasos y g l i c e r o l ;  p ro te lnas  en 
pgptidos y amino6cidos y s i  son conjugadas o complejas se ob- 
t i e n e  l a  separaci6n de  sus  grupos p r o s t e t i c o s ;  e t c . )  
En e l  caso d e l  suero concentrado microbiol6gicamente es- 
t a b l e ,  e l  t ra tamiento  tgrmico que r e c i b e  durante  su  elaboraci6n 
minimiza e l  d e t e r i o r o  que puede s u f r i r  debido a reacciones enzi-  
mbticas;  l a s  reacciones de  oxidacign de  l i p i d o s  tampoco adquie- 
ren re l evanc ia  como consecuencia d e l  ba jo  porcenta je  de  e s t o s  
compuestos presentes ;  por e l  con t ra ro ,  e l  a l t o  porcenta je  de  l a c -  
t o s a  (aproximadamente 3 0 % )  juntamente con l a  l i s i n a  provenientes  
d e  l a s  p ro te lnas  d e l  suero,  hacen que l a  reacci6n de  Mail lard 
sea el factor determinante del deterioro que este material pue- 
da experimentar. Por esta raz6n, a continuaci6n se desarrollard 
este tdpico en particular. 
2.4.2. Caracterlsticas principales del pardeamiento no enzimb- 
tico 
Se reconocen tres caminos principales por el que pueden 
ocurrir las reacciones de pardeamiento no enzimbtico, oxidaci6n 
de 6cido asc6rbic0, caramelizaci6n de azGcares y la reacci6n de 
Maillard. La reacci6n predominante estb dada por la composici6n 
y pH del alimento y la temperatura a que Este es sometido (Bra- 
verman, 1963). 
El desarrollo de estas reacciones produce en el alimento 
modificaciones en la calidad y alteraciones en el valor nutriti- 
vo que se ven reflejadas en: 
- aparici6n de aromas y sabores agradables y desagradables como 
consecuencia de la formaci6n de productos de condensaci6n 
(Hodge et al., 1972 ) .  
- cambios de color debidos a la formaci6n de pigmentos parduz- 
cos  y pgrd ida  y / o  d e s t r u c c i d n  de  o t r o s  pigmentos p re sen te s  en 
e l  a l iment0  (Reynolds, 1965) .  
- pgrd ida  d e  v a l o r  n u t r i t i v o  producido por l a  d e s t r u c c i 6 n  y /o  
i n a c t i v a c i d n  b i o l d g i c a  d e  aminodaidos e s e n c i a l e s  como l a  
L - l i s i n a  (Mauron, 1981) . 
- produccidn d e  me tabo l i t o s  potencia lmente  t d x i c o s  (Powrie e t  
a l . ,  1981) .  
- l i b e r a c i d n  d e  C02 (Cole,  1967) .  
- disminucidn de  pH (Resnik,  1981) .  
En l a  mayorla d e  10s casos  e s t o s  e f e c t o s  r e s u l t a n  pe r jud i -  
ciales,  espec ia lmente  en e l  procesamiento y almacenamiento de  
a l imen tos  concentrados  ( jugos  d e  f r u t a ) ,  a l imentos  desh id ra t ados  
( l b c t e o s ,  ca rnes ,  f r u t a s ,  v e g e t a l e s )  (Pa t ton ,  1955; Stadtman, 
1948) y en g e n e r a l  en a l imentos  d e  humedad in te rmedia  (Loncin 
e t  a l . ,  1968) .  
Cuando se c a l i e n t a n  azdcares  en forma anh id ra  o en so lu-  
c i b n ,  e s t o s  experimentan una serie d e  t ransformaciones  t a l e s  co- 
mo hidr6lisis, enolizaciBn, isomerizaci6n, deshidrataci6n, oxi- 
daci6n y fragmentacien, formsndose compuestos carbonflicos alta- 
mente reactivos, que reaccionan entre sf dando pollmeros insatu- 
rados de color pardo. Esta reacci6n es catalizada por Scidos y 
bases. En medio bcido, predomina la deshidrataci6n y en medio al- 
calino ocurren rspidamente las reacciones de enolizaci6n y tam- 
bi6n se encuentran productos de oxidaci6n y fragmentaci6n (Hodge 
y Osman, 1976). La reacci6n de oxidaci6n y deshidrataci6n de %ci- 
do asc6rbico es producida a altas temperaturas y bajo pH, acele- 
rsndose en presencia de oxfgeno, formando furfural y productos 
de polimeriaaci6n. El efecto principal es la pgrdida de valor 
nutritivo a consecuencia de la destruccibn, entre otros compo- 
nentes, de la vitamina C (Braverman, 1963). En este caso (suero 
concentrado) el carnino principal es la reacciBn de Maillard y 
por lo tanto se desarrollars en otro punto. 
2.4.3. ~eacci6n de Maillard 
La reacci6n de Maillard es la causa principal del pardea- 
miento no enzimdtico en alimentos deshidratados y alimentos pro- 
teicos de humedad intermedia. 
Se produce por la condensaci6n de un grupo carbonilo reac- 
t i v o ,  proveniente  generalmente de  un azficar reductor  ( l a c t o s a  
en e l  caso d e l  suero)  y un grupo amino proveniente  de  un amino- 
6cido o una p ro te lna  (especialmente e l  grupo &-amino de r e s t o s  
de  l i s i n a ) .  
Las reacciones pueden d i v i d i r s e  en 3 etapas  (Mauron, 1 9 8 1 ) :  
1- Reacciones i n i c i a l e s  
a- condensacidn (grupo c a r b o n i l o  y grupo amino l i b r e ,  con fo r -  
maciBn de  l a  base de S c h i f f ) .  
b- reordenamiento de  Amadori (formaci6n d e l  compuesto de  
Amadori) . 
2- Reacciones avanzadas 
3- Reacciones f i n a l e s  
3- polimerizaci6n aldehldo-amina, con formaci6n de  compuestos 
h e t e r o c l c l i c o s  conteniendo ni t r6geno.  
La e tapa  i n i c i a l  e s  una e tapa  qulmica s i n  pardeamiento 
n i  producci6n de o l o r e s  y sabores en e l  alimento,  per0 puede re -  
d u c i r  e l  v a l o r  nutritional d e l  mismo (Hur re l l  y  Carpenter,  1 9 7 4 ) .  
La segunda e tapa  s e  c a r a c t e r i z a  por l a  producci6n de  sus tanc ias  
v o l d t i l e s  o  so lub les  responsables de  10s o l o r e s  y sabores  de  a l i -  
mentos cocidos (Hodge, 1 9 5 3 ) .  La t e r c e r a  y 6 l t ima f a s e  de  l a  
reacci6n produce 10s pigmentos propiamente dichos o melanoidinas. 
Algunos de  e s t o s  pigmentos son so lub les  en agua, o t r o s  pocos so- 
l u b l e ~  y algunos inso lub les  (Reynolds, 1965).  Estos pigmentos son 
pollmeros al tamente insa turados  y contienen nitr6geno. Su co lo r  
e s  pardo r o j i z o  y absorben fuertemente en e l  u l t r a v i o l e t a .  
2.4.3.1. Factores  que a fec tan  l a s  reacciones de  Mail lard 
Los f a c t o r e s  mbs importantes que a fec tan  l a  reacci6n 
de  Mail lard son: 
a- temperatura y tiempo de  calentamiento 
b- pH 
c- composici6n del sistema 
d- humedad 
a- La temperatura es uno de 10s parhmetros m6s importantes en el 
desarrollo del pardeamiento no enzimdtico, y fue por esto el 
primer0 en ser estudiado por Maillard (1916), quien inform6 
que la velocidad de la reacci6n aumenta con la temperatura. 
Diversos investigadores han confirmado esta informaci6n. Lea 
y Hannan (1949) mostraron que en la reacci6n caselna-glucosa, 
la velocidad de desaparici6n de nitr6geno amlnico se multi- 
plica por 40000 cuando la temperatura pasa de 0°C a 80°C. El 
tiempo de calentamiento es otro factor importante. Por ejem- 
plo, en suero de queso en polvo (a = 0,44), la fracci6n re- 
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manente de lisina es 90% a 10s 60 dlas de almacenamiento a 
25°C y 60% a 10s 220 dlas de almacenamiento a igual tempera- 
tura (Labuza et al. 1981 a). 
b- En general, en sistemas con grupos carbonilo y amino reactivos 
se ha verificado una sensible disminuciBn del pardeamiento no 
enzim6tico a pH muy hcidos, y un importante aumento del mismo 
a partir de pH comprendido entre 5 y 7 (Underwood et al., 
1959; Ellis, 1959; Willits et al., 1958). 
c- La reacci6n de  Mail lard e s  mbs dependiente d e l  contenido de 
aminodcidos que d e l  contenido de  azGcares (Spark, 1969). Las 
aldopentosas ( x i l o s a )  son mds r e a c t i v a s  que l a s  aldohexosas 
(manosa, ga lac tosa ,  g lucosa ) ,  y 10s disacdr idos  reductores  
son aGn menos reac t ivos .  En e l  caso de  10s d i sacs r idos  como 
l a  sacarosa ,  debe producirse  previamente l a  h i d r 6 l i s i s  para 
poder p a r t i c i p a r  de  l a  raacci6n. Debido a que ba jos  va lo res  
de  pH y re la t ivamente  a l t o s  va lo res  de  contenido de  humedad 
favorecen l a  h i d r 6 l i s i s  de  10s disacbr idos ,  e s t o s  f a c t o r e s  
tambign ace leran  l a  velocidad de  reacci6n en s is temas como 
e l  de  potefna-sacarosa (Hurrel  y Carpenter,  1977).  
La L- l i s ina  es e l  aminoScido rnbs r eac t ivo  (dent ro  de  10s mSs 
comGnrnente presentes  en a l imentos) , s iendo e l  grupo amino si- 
tuado en pos ic i6n  E mbs r e a c t i v o  que e l  s i tuado  en posici6n 
a (Taufel  e t  a l . ,  1956). 
Los metales  pesados pueden formar complejos con 10s aminobci- 
dos y de  e s t a  forma i n f l u i r  en l a  velocidad de  reacci6n 
( E l l i s ,  1959). Otro f a c t o r  importante t r a t a d o  en b ib l iogra -  
£ l a  por v a r i o s  au tores  es l a  presencia  de  oxfgeno ( E l l i s ,  
1959).  
E l  SO2 y 10s s u l f i t o s  son a d i t i v o s  qulmicos usados en l a  in-  
d u s t r i a  a l i m e n t i c i a  para c o n t r o l a r  e l  d e t e r i o r o  microbiano, 
e l  pardeamiento enzimStico y en casos como 10s jugos de fru-  
t a  y vinos para c o n t r o l a r  l a  reacci6n de  Mail lard (Scholey y 
Rowlinson, 1 9 7 4 ) .  
d- E l  agua desempefia un r o l  pr imordial  en l a  mayorla de l a s  reac- 
c iones  de d e t e r i o r o  que puede experimentar un alimento,  ya 
s e a  como r e a c t i v o ,  product0 o medio de  l a  reacci6n. E l  e f e c t o  
d e l  agua depende de  l a  d i spon ib i l idad  de  Esta en el  alimento,  
que a s u  vez s e r d  funci6n de  s u  es tado fzsico-qulmico. Por l o  
t a n t o  l a  velocidad de  reaccidn de  d e t e r i o r o  depende de  l a  aw 
d e l  alimento en es tud io  (Labuza, 1 9 8 0 ) .  Esta  dependencia v a r l a  
para cada t i p o  de  reacci6n de d e t e r i o r o  y para cada alimento 
o s is tema estudiado.  En un alimento s b l i d o ,  de  b a j a  aw, 10s 
r e a c t i v o s  no pueden i n t e r a c c i o n a r  y por l o  t a n t o  no ocurre  
l a  reacci6n.  Un aumento de  aw por a r r i b a  d e l  v a l o r  de monoca- 
pa, provoca un aumento gradual  de  movilidad de  10s r eac t ivos  
y de  su velocidad de  d i f u s i d n  a l a  f a s e  acuosa, aumentando 
de  e s t a  forma l a  velocidad de  reacci6n. S i  s e  s igue  aumentan- 
do l a  cant idad de  agua presente ,  l a  f a s e  acuosa s e  s a t u r a ,  y 
e s t e  aumento no a l t e r a  l a  concentraci6n de  reac t ivos  s i n o  
h a s t a  e l  momento que cesa  l a  d i spon ib i l idad  de  10s mismos pa- 
r a  d i s o l v e r s e ,  y un p o s t e r i o r  aumento d e l  contenido d e  agua 
provoca s u  d i luc i6n .  E s t e  e fec to ,  sumado a 1  e f e c t o  inh ib i to -  
r i o  que t i e n e  e l  agua por ser producto de l a  reacci6n,  produ- 
cen una disminuci6n de  l a  velocidad que no es  compensada por 
l a  disminuci6n de  l a  viscosidad.  Como resu l t ado  de  e s t e  meca- 
nismo s e  ob t i ene  una dependencia de  l a  velocidad de  pardea- 
miento no enzimdtico con l a  a como l a  mostrada en l a  f i g u r a  
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1 4 ,  donde hay un mBximo de  pardeamiento (en e l  caso de  a l i -  
mento o s i s temas  s b l i d o s )  para  va lo res  de aw e n t r e  0,60 y 0,80 
(Labuza y Saltmarch, 1981 a ;  Eichner y Karel,  1 9 7 2 ) .  En a l i -  
mentos y s is temas modelos l lqu idos  hay una gradual  disminuci6n 
de  l a  velocidad de  pardeamiento a 1  aumentar l a  aw ( f i g u r a  1 4 ) .  
Esto es debido a que e l  agua a 1  ser producto de  reacciBn, d i s -  
minuye l a  velocidad ne ta  por l e y  de  acci6n de  masas, y no s e  
observa un mdximo de  pardeamiento en l a  zona de  humedad in-  
termedia (Loncin e t  a l . ,  1965; Eichner y Karel ,  1972). 
2.4.4. Cambios de  c o l o r  producidos por e l  pardeamiento no enzi-  
m%tico 
E l  cambio de  c o l o r  producido por e l  pardeamiento no enzi-  
mdtico e s  una d e l a s m o d i f i c a c i o n e s  de  ca l idad  mbs indeseables  
producidas por e s t a  reaccidn de  d e t e r i o r o ,  teniendo en cuenta 
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que den t ro  de  10s a t r i b u t o s  de  10s al imentos,  el  c o l o r  ocupa un 
l u g a r  p r e f e r e n c i a l  debido a que su  percepci6n s u e l e  s e r  d e f i n i -  
t o r i a  en l a  evaluaci6n de  ca l idad  de  10s alimentos por e l  consu- 
midor (Durbn, 1 9 7 1 ) .  E s  importante a c l a r a r  que quedan fue ra  de  
e s t a s  consideraciones aquel los  alimentos donde s e  busca e l  desa- 
r r o l l o  de  e s t a  reacci6n para obtener  el  co lo r  c a r a c t e r f s t i c o  d e l  
mismo, como por ejemplo e l  dulce  de  leche.  
La observaci6n v i s u a l  t i e n e  graves inconvenientes para s e r  
ap l i cada  en l a  evaluaci6n de  ca l idad  de  un alimento. No es  repro- 
duc ib le ,  l a  nomenclatura es poco concreta  y puede s e r  confusa; 
f a c t o r e s  t a l e s  como c a r a c t e r l s t i c a s  geometricas y s u p e r f i c i a l e s  
d e l  alimento,  iluminaci6n y co lo r  de  fondo, determinan l a  sensa- 
c i b n  que sobre  e l  observador produce e l  c o l o r  anal izado.  Por es- 
t o s  motivos s e  hace necesar io  reemplazar l a  observaci6n v i s u a l  
por una medida ins t rumenta l  y ob je t iva .  In ic ia lmente  s e  i n t e n t 6  
mejorar l a  evaluaci6n s u b j e t i v a  mediante l a  u t i l i z a c i 6 n  de  patro- 
nes  d e  comparaci6n y l a  normalizacidn de  l a s  condiciones de  ob- 
servaci6n.  Se u t i l i z 6  el a t l a s  Munsell (Mackinney y L i t t l e ,  1 9 6 2 ) .  
Posteriormente se a p l i c 6  l a  co lo r ime t r l a  t r i e s t l m u l o ,  p r inc ipa l -  
mente mediante e l  uso de  colorfmetros  t r i e s t l m u l o .  
En e l  caso de  al imentos,  donde e l  co lo r  e s  uno de  10s fac- 
t o r e s  mbs importantes en l a  evaluacidn de l a  ca l idad  d e l  mismo, 
se ha buscado cor re lac ionar  l a  aprec iac i6n  v i s u a l  que r e a l i z a  
e l  observador con l a  medida instrumental .  Hunter y Yeatman 
(1961) ha l l a ron  una r e l a c i d n  e n t r e  e l  l n d i c e  de  ca l idad  d e l  jugo 
(TCI = tomato c o l o r  index) y 10s va lo res  instrumentales  
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La d i f i c u l t a d  para h a l l a r  e s t e  t i p o  de  co r re lac i6n  es  que 
e l  colorfmetro no l l e g a  a a lcanzar  l a  capacidad in tegradora  y 
ana l i zadora  d e l  cerebro humano. Como inconveniente ad ic iona l  l a  
heterogeneidad d e l  c o l o r  en l a  mayorfa de  10s al imentos,  aprecia-  
b l e  por  un observador en forma ins tantdnea  y completa, d i f i c i l -  
mente se puede rep resen ta r  por una medida instrumental .  En e l  ca- 
s o  p a r t i c u l a r  d e l  e s tud io  d e l  cambio de  c o l o r  en un alimento,  
producido por el pardeamiento no enzimstico,  s e  busca co r re lac io -  
n a r  e l  c o l o r  con l a  acep tab i l idad ,  durabi l idad  y ca l idad  d e l  a l i -  
mento, Usualmente e l  pardeamiento va acompafiado de l a  degradaci6n 
de  o t r o s  pigmentos como c l o r o f i l a  o carotenoides.  En e s t e  caso,  
l a  medici6n exclusiva d e l  c o l o r  debido a 1  pardeamiento debe invo- 
l u c r a r  una e tapa  de  separaci8n de  10s pigmentos formados en e s t e  
4 
proceso, Posteriormente s e  mide l a  absorbancia a una longi tud de  
onda determinada, usualmente 3 9 0  y 5 0 0  nm (Ellis, 1959;  Lee et 
al., 1979 ;  Reyes et al., 1 9 8 2 ) .  Si se trabaja en un rango de di- 
lucidn que cunpla la ley de Beer, se puede considerar lineal la 
relaci6n entre la absorbancia y la cantidad de pigmento (Maier 
y Schiller, 1 9 5 9 ) .  Este metodo presenta varias fuentes de error. 
Este andlisis supone que el pigmento formado a lo largo de toda 
la reacci6n tiene las mismas caracterLsticas espectrales, lo cual 
no es necesariamente cierto debido a que el pigmento se forma a 
travgs de mfiltiples reacciones de adicien, eliminaci6n y deshi- 
dratacidn que son altamente dependientes de las condiciones de 
reacci6n. Otro error importante estd dado por la extracci6n insu- 
ficiente del pigmento o la extracci6n de otros pigmentos. Si se 
intenta correlacionar esta medici6n con la observaci6n visual 
nos encontramos con otro inconveniente; muestras con la misma ab- 
sorbancia a 4 5 0  nm tienen diferente grado visual de pardeamiento, 
tal como se observa en la comparaci6n de sistemas sulfitados con 
respecto a 10s no inhibidos, debido a que el SO2 produce una mo- 
dificaci6n del espectro no detectable a 450  nm (Spark, 1 9 6 9 ) .  De 
la discusi6n anterior se puede observar que la medici6n de la ab- 
sorbancia de un extract0 a una Gnica longitud de onda, en muchos 
casos, no es la forma adecuada de estudiar las reacciones de par- 
deamiento no enzimdtico. El andlisis de una parte mayor del espec- 
t r o  v i s i b l e  o de  todo e l  espect ro  de  re f l ex i6n  (o de  transmisi-6n, 
en e l  caso menos f r ecuen te  de  alimentos t r a n s p a r e n t e s ) ,  como se 
r e a l i z a  en l a  medici6n de  co lo r ,  proporciona una idea  m % s  acer ta-  
da d e  l a  impresi6n luminosa que r e c i b e  e l  o jo .  Cornwell y Wrolstad 
(1981) es tudiaron  el  pardeamiento no enzimdtico que experimenta 
e l  jugo de  pera durante  su  almacenarniento mediante l a  mediciBn de  
c o l o r  y desc r ib ie ron  e l  avance de  l a  reacci6n u t i l i z a n d o  l a  r e l a -  
c i6n  e n t r e  e l  v a l o r  L (Hunter) y e l  grado de  pigmento pardo. 
Un enfoque d i s t i n t o  f u e  u t i l i z a d o  por P e t r i e l l a  e t  a l .  
-(1985) en l a  c i n g t i c a  de reacciones de  pardeamiento no enzimdtico 
en s is temas  modelos de  a l t a  aw, donde s e  desc r ibe  l a  c i n g t i c a  de  
d icha  reaccidn mediante funciones de color .  Cabe des taca r  que e l  
reemplazo de  l a  medida de  l a  absorbancia (con su correspondiente  
procedimiento e x t r a c t i v o )  por v a r i a b l e s  d e l  co lo r  d e l  s is tema 
como l n d i c e  de  pardeamiento, puede rep resen ta r  una aprec iab le  
s impl i f i cac idn  d e l  t r a b a j o  experimental. 
E l  o j o  humano es  s e n s i b l e  a l a  rad iac i6n  electromagn6ti-  
ca  en e l  Smbito de  380 a 770 nm de longi tud de onda. Asimismo, 
t i e n e  capacidad de d iscr iminar  e l  co lo r  a t r avgs  de  un complejo 
mecanismo t r i v a r i a n t e .  
E l  c o l o r  puede cons iderarse  como una propiedad de 10s ob- 
j e t o s  que l a  ostentan,como un fen6meno f fs ico-6pt ico  o como una 
sensacidn de naturaleza ffsico-sicoldgica experimentada por el 
individuo cuando la energla en forma de radiaci61-1, dentro del 
espectro visible, impresiona la retina. Existen distintos facto- 
res que afectan la percepci6n del color de un objeto (Francis y 
Clydesdale, 1975): 
1- la distribucidn de la energla espectral del iluminante. 
2- las condiciones bajo las cuales el color es visto, como nivel 
de iluminacidn, color del contorno y Sngulo de visi6n. 
3- las caracterfsticas espectrales de 10s objetos con respecto a 
la absorcibn, reflexibn y transmisidn de la luz. 
4- la sensibilidad del observador. 
Cuando la luz interactda con la superficie de un objeto, 
parte de la 11-12 incidente se refleja, parte se absorbe y parte 
se transmite. La importancia relativa de estos tres fenbmenos de- 
termina la apariencia del objeto. En funci6n de esta interacci6n, 
10s objetos se clasifican en: 
a- opacos 
b- t r ansparen tes  
c- t ranslGcidos 
Son opacos aquel los  ob je tos  que absorben o r e f l e j a n  toda 
l a  luz.  S i  toda l a  luz  v i s i b l e  es absorbida,  e l  ob je to  aparece 
como negro y s i  absorbe select ivamente e l  ob je to  se rd  coloreado. 
En oposiciBn, un o b j e t o  t r ansparen te  es aquel en e l  que l a  luz 
pasa a t r a v g s  de  61 con un mfnimo de  r e f l e x i d n  o absorci6n. Entre  
e s t o s  dos extremos es tdn  10s mate r i a l e s  t r a n s l b c i d o s ,  en 10s que 
p a r t e  d e  l a  11-12 i n c i d e n t e  es r e f l e j a d a  y p a r t e  t ransmi t ida .  En 
e l  caso d e  alimentos l a  r e f l e x i e n  puede s e r  especular  o d i fusa .  
Serd especular  cuando e l  dngulo de  l a  luz  inc iden te  e s  i g u a l  a 1  
de  l a  l uz  r e f l e j a d a  y s e r 6  d i f u s a  cuando l a  r e f l e x i 6 n  e s  en o t r a s  
d i recc iones  d i s t i n t a s  de  l a  especular .  La r e f l e x i 6 n  d i f u s a  es l a  
que produce l a  sensaci6n de  c o l o r  de  10s ob je tos ,  y l a  especular  
es l a  responsable d e l  b r i l l o ,  que ~ 6 1 0  depende de  l a  s u p e r f i c i e  
ex te rna  d e l  obje to .  Por todo l o  anter iormente expuesto s e  pude 
a p r e c i a r  l a  d i f i c u l t a d  de  l o g r a r  una medida c u n a t i t a t i v a  de  co- 
l o r  que involucre  todos 10s f a c t o r e s  que contribuyen a l  e f e c t o  
f i n a l  y que reemplace a l a  observaci6n v i s u a l .  
La descr ipc i6n  c u a l i t a t i v a  d e l  c o l o r  puede e s t a r  dada 
mediante la caracterizaci6n de 10s atributos del color. Estos 
son la luminosidad y la cromaticidad (Lozano, 1978). La lumino- 
sidad de un color es el atributo psicolBgico de la claridad, es 
decir cuanta luz refleja una superficie dada e independiente de 
su cromaticidad; se puede evaluar este factor comparando el co- 
lor con una escala de grises, cu6nto m%s claro, tanto m%s luz 
reflejarb. Este atributo es el que permite clasificar a una su- 
perficie de color como equivalente a la sensaci6n producida por 
un elemento gris en la escala del blanco a1 negro. La cromatici- 
dad involucra dos caracterlsticas, la longitud de onda predomi- 
nante y la pureza; la primera corresponde a1 matiz o tono y la 
Gltima a la saturaci6n. 
El matiz es el atributo que permite identificar a1 rojo, 
naranja, amarillo, verde, azul, pdrpura o cualquier combinaci6n 
de ellos. La saturaci6n es una propiedad de la superficie colo- 
reada que da la diferencia de color respecto a1 gris de igual 
luminosidad. 
La colorimetrla basa su estructura te6rica en tres princi- 
pios fundamentales conocidos como las leyes de Grasman. El pri- 
mero de estos establece que cualquier color puede ser igualado 
por la suma de tres colores primarios, entendigndose por prima- 
rios aquellos colores que son independientes entre si (rojo-azul- 
a m a r i l l o ) .  E l  segundo p r i n c i p i o  expresa que l a  igualdad de  co lo r  
permanece cons tante ,  independientemente de l a  magnitud f f s i c a  de  
10s est lmulos,  y por dlt imo, e l  t e r c e r  p r i n c i p i o  e s  e l  conocido 
como p r i n c i p i o  de  l a  a d i t i v i d a d ,  y se expresa diciendo que, s i  
e x i s t e n  dos co lo res  d i f e r e n t e s ,  son igualados por proporciones 
d i f e r e n t e s  de  10s mismos pr imarios ,  y l a  suma de  ambos colores  
s e r b  equiva lente  a l a  suma de  10s componentes de  cada uno d e  10s 
primarios .  E s t e  p r i n c i p i o  cons t i tuye  l a  base fundamental de  toda 
l a  co lo r ime t r l a ,  ya que permite descomponer e l  e spec t ro  de  l a  
luz  en f r acc iones  simples de  longi tud  de  onda y sumar l a s  c o n t r i  
buciones de  cada una de  e l l a s  integrando e l  r e su l t ado  f i n a l .  
2.4.4.1. Medida c u a n t i t a t i v a  de  c o l o r  
La forma mbs s e n c i l l a  de  obtener  una medida o b j e t i v a  de 
c o l o r  e s  mediante e l  a n d l i s i s  d e l  espect ro  de  r e f l e x i 6 n  o t r a n s -  
misi6n obtenido con un espectrofot6metro.  Estos representan f i e l -  
mente l a  ca l idad  y l a  cant idad de  11-12 que r e f l e j a n  o t ransmiten 
10s cuerpos,  y por l o  t a n t o  cons t i tuyen l a  medida mds completa 
de  un determinado color .  D e  61 s e  puede obtener  l a  informaci6n 
necesar ia  para e s p e c i f i c a r  el c o l o r ,  compararlo con o t r o s  y ex- 
p r e s a r l o  en o t r o s  s is temas de unidades. Por e l  c o n t r a r i o ,  e s t o s  
espec t ros  carecen de  v a l o r  p rdc t i co  para u t i l i z a r l o s  en e l  con- 
t r o l  r u t i n a r i o  de  alimentos a n i v e l  i n d u s t r i a l .  
De 10s sis temas conocidos para l a  evaluaci6n d e l  co lo r ,  e l  
m6s difundido e s  e l  propuesto por l a  C . I . E .  (Commission Interna-  
t i o n a l e  de  l l E c l a i r a g e ) .  Para normalizar e s t e  metodo de medida 
se d e f i n e  e l  observador patrBn, como represen ta t ivo  de un obser- 
vador d e  v i s i 6 n  normal, y s e  as igna  a cada c o l o r  un conjunto de  
tres va lo res ,  l n d i c e  Cie l a  contr ibuci6n de cada uno de  10s prima- 
ros .  La C . I . E .  llama va lo res  t r i e s t l m u l o  a l a  expresi6n numgrica 
d e  l a  contr ibuci6n de  10s tres primarios imaginarios ( X ,  Y ,  Z ) ,  
en reemplazo de  10s prirnarios r e a l e s  ( r o j o ,  verde y a z u l ) ,  Estos 
tres primarios  fueron e legidos  de  t a l  forma que s61o uno de e l l o s  
es e l  portador  de  toda l a  informaciBn concerniente  a l a  lumino- 
s idad  d e l  co lo r .  Para d e f i n i r  un co lo r  por sus  va lo res  t r i e s t l -  
mulo o va lo res  C. I . E .  e s  necesar io  e s t a b l e c e r  e l  i luminante em- 
pleado. Es ta  e lecc i6n  s e  r e a l i z a  de  acuerdo con l a s  condiciones 
d e  exposici6n a que e s t a r d  sometida l a  s u p e r f i c i e  de  color .  La 
m6s u t i l i z a d a  e s  l a  fuen te  C ,  cuya d i s t r ibuc iBn  energgt ica  e s  si- 
m i l a r  a l a  de  l a  luz  blanca s o l a r  y cuya energfa corresponde a 
l a  d e  un cuerpo negro a una temperatura de 6740°K. 
La in tens idad  luminosa r e f l e j a d a  por un ob je to  coloreado 
a cada longi tud  de  onda, se ob t i ene  mult ipl icando l a  in tens idad  
de la luz procedente del foco luminoso (EX), por el factor de 
reflectancia espectral. Este valor es multiplicado por la contri- 
buci6n de cada primario (obtenida de la curva de distribuci6n 
del primario ideal), para finalmente integrar y obtener 10s valo- 
restriest.fmulos~, Y, 2 .  Este calculo se esquematiza en la figu- 
ra 15. Actualmente existen sistemas de computaciBn acoplados a 
10s espectrofot6metros que realizan este cdlculo en forma automb- 
tica. De esta manera, la representacidn grdfica de 10s colores, 
dado por sus valores triestlmulo, supone un diagrama de tres di- 
mensiones. Para simplificar su interpretaciBn, 10s valores tries- 
tfmulo se transfoman en 10s llamados "coeficientes tricromsti- 
cos", convirtiendo la representacien grafica en plana. 
Estos se definen como: 
y se puede reducir a dos variables ya que, 
ComGnmente, el color se indica en el plano "x-y" y even- 
Figura 15: ~epresentacidn esquemdtica del cdlculo de 10s valores 
triestfmulo a partir del espectro de transmisidn o 
reflexidn. 
R : Factor de trasmitancia o reflectancia espectral 
E : Distribucidn energgtica del iluminante 
- - -  
X t  Yt : Funciones de distribucidn de 10s tres primarios 
CIE 
tualmente la luminosidad Y se utiliza como tercera coordenada. 
La diferencia entre dos colores (AE) viene dada por la 
ecuaci6n de la distancia entre dos puntos en el espacio 
Este valor no es una buena medida de la diferencia entre 
dos colores debido a que el espacio C.I.E. no es homog6neo. Es 
decir, distanciasiguales no suelen representar diferencias de co- 
lor iguales en la percepci6n por el ojo humano. Para superar este 
inconveniente se han propuesto algunas transformaciones del es- 
pacio C.I.E., que permiten obtener mejores resultados en la eva- 
luaci6n de la diferencia de color (Lozano, 1979). De esta forma 
surgen las transformaciones CIELUV y CIELAB. La CIELUV es una 
transformaci6n lineal del diagrama cromdtico del C.I.E. y la 
CIELAB es una transformaci6n no lineal. En ambos casos las dife- 
rencias se evalGan segGn la cl6sica ecuaci6n de distancia entre 
dos puntos, donde se agrega la diferencia de luminosidad. Dentro 
de estos nuevos espacios es posible definir nuevas funciones, que 
pueden ser indicativas de determinados atributos del color como 
el tono y la saturacih (Hunt, 1977) . 
En la industria alimenticia, el sistema C.I.E. y sus trans- 
formaciones no es muy utilizado. Mucho mbs difundido es el colo- 
rfmetro de tipo Hunter o similares (Francis y Clydesdale, 1 9 7 5 ) .  
El colorfmetro Hunter posee un sistema de tres filtros que re- 
producen en forma bastante aproximada un sistema de visidn tries- 
tfmulo. Luego, mediante un dispositivo electr6nico se convierten 
las mediciones a1 espacio L, a, b (figura 16). En este sistema 
la cromaticidad se representa en coordenadas rectangulares, con 
10s valores de a en abcisas, 10s de bl en ordenadas y la lumino- 
sidad L en un eje vertical. Estos tres ejes representan las va- 
riaciones de las funciones rojo-verde (-a, +a), amarillo-azul 
(+b, -b) y blanco-negro (L). Los colores acromSticos esth si- 
tuados en la intersecci6n de los ejes a y b, y el resto de los 
colores se especifican por sus valores a, b y L. Estos pueden 
I 
transformarse matemdticamente en x , Y, z mediante las hcuaciones : 
I I 

Estas  transformaciones poseen un c i e r t o  e r r o r  y por l o  
t a n t o  en e s t e  t r a b a j o  s e  u t i l i z a r o n  10s v a l o r e s  X ,  Y ,  Z obteni -  
dos .d i rec tamente  de  un espectrofot6metr0,  permiti6ndonos obtener  
una desc r ipc i6n  mbs exacta  d e l  co lo r .  
E l  sis tema Hunter e s t b  muy difundido en e l  campo de 10s 
al imentos,  en donde e l  i n t e r &  p r i n c i p a l  no es l a  e spec i f i cac i6n  
d e l  c o l o r  s i n o  l a  comparacidn de  co lo res  y el  es tablec imiento  
d e  t o l e r a n c i a s  para l o  que e s t e  sistema r e s u l t a  ddecuado. 
2 . 4 . 5 .  P6rdida de  v a l o r  n u t r i t i v o  
-- 
En alimentos r i c o s  en p ro te lnas  y azticares reductores  co- 
mo e l  suero  concentrado, en 10s que l a  reacc idn  d e  Mai l la rd  e s t d  
favorec ida ,  l a  p6rdida de  l i s i n a  e s u n  buen l n d i c e  d e  l a  perdida 
I 
d e  v a l o r  nutritional ya que es e l  amino$cido mbs s u s c e p t i b l e  a 
I 
este mod0 de  d e t e r i o r o .  La reakcidn de  Mai l la rd  bcur re  eomo re-  
s u l t a d o  de  l a  in te racc i8n  de  un compuesto ca rbon i lo ,  especia l -  
mente azGcares reductores  y un grupo amino l i b r e ,  especialmente 
e l  grupo €-amino de  r e s t o s  de  l i s i n a ,  provenientes  de  l a  f r acc i6n  
p r o t e i c a  d e l  alimento. L a  consecuencia mbs negat iva de  e s t a  reac- 
c idn  en alimentos es junto con e l  cambio de  c o l o r ,  l a  pgrdida 
d e l  v a l o r  n u t r i t i v o  de  l a s  pro te lnas .  En tgrminos genera les  e s t a  
pgrdida puede ser atribulda a la pgrdida de digestabilidad o a 
la destruccidn y/o inactivaci6n biol6gica (blocking) de amino- 
dcidos. En la mayorxa de 10s casos, la pgrdida de valor nutriti- 
vo puede atribuirse a la perdida de valor biol6gico debido a 
pgrdida de lisina(productos ldcteos, cereales) o destrucci6n de 
amino6cidos sulfurados (carne y pescados). La perdida de diges- 
tabilidad juega ~ 6 1 0  un papel secundario en condiciones de ca- 
lentamiento normales (no extremas) (Mauron, 1981) . 
De 10s amin6acidos esenciales, la lisina es la mbs sensi- 
ble a1 daiio producido por la reacci6n de Maillard. La lisina es 
frecuentemente el factor limitante de la calidad proteica de las 
dietas mixtas humanas y animales. Los cereales, que son frecuen- 
temente la fuente mSs importante de energla, tambien representan 
una alta proporci6n del aporte proteico a la dieta, siendo esta 
I 
protefna deficiente en lisina. Es por lo tanto de suma importan-- 
cia que el procesamiento de alimentos de alto valor proteico sea 
controlado para minimizar el daiio de lisina. Se han desarrollado 
numerosos andlisis qufmicos para la determinaci6n de lisiana reac- 
tiva, que son aquellas uriidades de lisina que poseen un grupo E 
amino libre. Inicialmente se pensaba que una mol6cula de lisina 
con su grupo E amino libre era bioldgiaamente disponible para 
la slntesis de proteinas y que aquella en la que el grupo E amino 
estaba unido a otro componente del aliment0 era bioldgicamente 
no disponible. Se comprobd que esta teorla no es vdlida en to- 
dos 10s casos. Despuss de las reacciones iniciales de Maillard, 
es cierto que la lisina bloqueada no es bioldgicamente disponi- 
ble, pero, por lo menos una forma de la lisina bloqueada, gluta- 
mil lisina, formada durante el calentamiento severo en ausencia 
de carbohidratos, puede ser utilizada por las ratas como una 
fuente de lisina, si se libera de la cadena proteica (Waibel y 
Carpenter, 1972; Hurrel et al., 1 9 7 6 ) .  Por otra parte, despugs 
de las reacciones avanzadas de Maillard u otro tratamiento seve- 
ro, las unidades de lisina con grupo E amino libres pueden ser 
no disponibles, ya que no son absorbidas y pasan a las heces de 
animales de experimentacidn contenidos en pgptidos indigeribles 
(Hurrel et al., 1 9 7 6 ) .  Es por estas razones que se prefiere el 
t6rmino lisina "reactiva" y no "disponible" cuando se hace refe- 
rencia a la estimacidn qulmica de lisina. 
El tema de lisina reactiva fue discutido por varios auto- 
res (Carpenter y Booth, 1973; Bodwell, 1976; Friedman, 1977)  y 
aunque hay excepciones para la generalizaci6n de que lisina 
"disponible" = lisina "reactiva", la aproximaci6n ha sido de 
considerable valor pr6ctico en el entendimionto y control de 
procesos de dafio en alimentos. El primer reactivo utilizado pa- 
ra medir lisina reactiva fue 1 fluor 2,4 dinitrobeneeno (FDNB) 
(Carpenter y Ellinger, 1955; Conkerton y Frampton, 1959; Csspen- 
ter, 1 9 6 0 ) .  Este reactivo reacciona con 10s grupos E &no Xi- 
bres de la lisina en la cadena proteica y luego da una hidrdli- 
sis dcida, el compuesto amarillo producido, es medido colorim6- 
tricamente. El metodo de Carpenter (1960)  es ampliamente utiliza- 
do para alimentos a base de cereales y produce una indicacidn 
dtil para el control de calidad, per0 tiene ciertas limitaciones 
que se deben considerar, Un metodo que supera algunas de estas 
limitaciones es el mgtodo de determinacidn de lisina por diferen- 
cia (TLMI) (Rao et al., 1 9 6 3 ) .  Este metodo incluye lisina N-ter- 
minal'y lisina libre. Los hidratos de carbon0 no afeckan el re- 
sultado, per0 se necesitan equipos complejos; las columnas cro- 
matogrdficas son diffciles de mantener y a d d s  requiere una 
atencidn continua durante su ejecuci6n. Sumado a &to, como se 
debe medir lisina total, lisina inaccesible y un standard, el nb- 
mero de ensayos realizados en un determinado perfodo es tres ve- 
ces mayor que el realizado con el m6todo de Carpenter. Por lo 
tanto, si bien el metodo TLMI es utilizado con fines de investi- 
gacibn, el metodo de Carpenter es mbs simple y econdmico para 
aplicarlo en forma rutinaria. En este mt5tod0, el FDNB reacciona 
con 10s grupos E amino terminales de la cadena proteica, Cada 
grupo se bloquea con un grupo dinitrofenil (DNP), que resiste la 
subsecuente digesti6n bajo reflujo en 5,8M de HC1. El product0 
amarillo producido, mono-E-dinitrofenillisina (DNP-L), es medido 
colorim6tricamente. Parte de este DNP-L es perdido durante la di- 
gestidn bcida. Esto ocurre tarnbisn en otros mgtodos que utilizan 
FDNB (2,4 dinitrofluorbenceno). Esta pgrdida es medida mediante 
el agregado de DNP-L a un duplicado, despugs del agregado del 
Scido, y seguida a travss de todo el procedimiento. La recupera- 
ci6n de este DNP-L agregado es utilizada para proveer un factor 
de correccibn (que se multiplica por el resultado) por la pgrdi- 
da durante la digestibn. Con materiales animales la recuperacih 
ha sido del 90% o mayor (Carpenter, 1960). Cuando se intent6 
aplicar &to a alimentos vegetales que contenfan carbohidratos, 
la recuperaci6n del DNP-L agregado disminuy6 considerablemente 
(60-85%) y se vi6 que el cSlculo de 10s resultados dependfa dra- 
mdticamente del factor de recuperacibn. Cuando el DNP-L y 10s 
carbohidratos son calentados a reflujo en 5,8M de HC1 (como du- 
rante la digestibn), 10s grupos -NO2 que estbn en algunas molecu- 
las de DNP-L, son reducidos a -NH2. Como el compuesto amino es 
menos amarillo que el compuesto dinitro, la mezcla no es adecua- 
da para colorimetrfa. 
Los carbohidratos, especialmente las pentosas, cuando son 
calentadas con HC1, producen furfural, que es posiblemente el 
agente reductor responsable de la pgrdida de DNP-L. La correc- 
ci6n mencionada se basa en la suposici6n que el DNP-L que viene 
de la hidr6lisis de la protelna es destruldo con la misma inten- 
sidad que el DNP-L agregado. Booth (1971) mostr6 que esta supo- 
sici6n es incorrecta ya que el DNP-L en la protefna es destrul- 
do con menor intensidad que el DNP-L agregado y propuso un pro- 
cedimiento corregido que es el que actualmente se utiliza para 
alimentos con alto contenido de carbohidratos como la leche en 
polvo y suero deshidratado y por lo tanto fue el metodo elegido 
para analizar la pgrdida de lisina en esta investigaci6n. 
3. PARTE EXPERIMENTAL 
3.1. Mate r i a l  u t i l i z a d o  
Para e l  d e s a r r o l l o  de  e s t a  inves t igac i6n  s e  u t i l i z 6  suero 
du lce  de  queser fa  concentrado, que se denominarg como suero.  Es- 
t e  m a t e r i a l  f u e  p rov i s to  por Sancor Cooperativas Unidas Ltda. ,  
Buenos Aires ,  y proviene esencialmente de  l a  e laboraci6n de  que- 
s o s  de  pas ta  blanda. E l  suero l l q u i d o ,  cuya composici6n t i p o  s e  
muestra en l a  t a b l a  18,  e s  evaporado en un evaporador de  miilti- 
p l e  e f e c t o  h a s t a  que l a  soluci6n cont iene  aproximadamente 5 0 %  de 
s 6 l i d o s  t o t a l e s .  La a c t i v i d a d  de  agua de  e s t e  suero concentrado 
e s  de  0,940-0,950 y e l  pH s e  encuentra en e l  rango 5,8-6,3; e s t e  
concentrado se mantuvo re f r ige rado  a 4OC h a s t a  e l  momento de  su 
u t i l i z a c i 6 n .  
3.1.1. Determinaci6n de  l a  a c t i v i d a d  de  agua 
Para l a  determinaci6n de  l a  ac t iv idad  de  agua s e  prepara- 
ron so luc iones  de  suero de  queso con d i s t i n t a s  concentraciones 
e n t r e  5 y 50% de  sBlidos.  Es tas  soluciones fueron preparadas a 
p a r t i r  de  d i f e r e n t e s  p a r t i d a s  de suero  concentrado comercial y 
Tabla 18: Composici6n tipo de suero dulce de queserza llquido (a) 
Componente Contenido ( % )  
s6lidos totales 
lactosa 
prot elnas 
grasa 
cenizas 
acidez (como 6cido lSctico) 
(a) An6lisis proporcionado por SANCOR COOP. UNIDAD LTda. 
(Buenos Aires) 
suero en polvo, por diluci6n con agua destilada. 
La determinaci6n de actividad de agua se llev6 a cab0 me- 
diante dos mstodos: 
1- Higr6metro de fibra 
2- Descenso criosc6pico 
1- Se utiliz6 este metodo para la medicidn en soluciones de suero 
de queso con valores de a, inferiores a 0,975. El instrumento 
empleado fue un higr6metro fabricado por la firma Lufft 
Stuttgart, West Germany. Este consta de un caja metdlica de 
acero inoxidable, con una tapa que contiene el elemento sensor 
para medir la aw y posee ademds un capilar termom6trico de 
compensacidn de temperatura. La propiedad que utiliza el ins- 
trument~ es el cambio de dimensidn longitudinal de una fibra 
sintetica que absorbe humedad, y el valor de a, medido es lef- 
do directamente en un dial ubicado en la parte superior de la 
tapa. Con el fin de aumentar la confiabilidad de las medicio- 
nes, el instrumento fue operado siguiendo el procedimiento 
sugerido por Chirife y Ferro Fontdn (a) (1980). El instrumen- 
to fue contrastado con tres soluciones salinas saturadas en 
el rango de inter&, y se obtuvieron curvas de calibraci6n 
con un coeficiente de correlacidn no inferior a 0,9990 en to- 
dos 10s casos. Las muestras medidas fueron termostatizadas du- 
rante 24 horas y la curva de calibracidn fue controlada cada 
4 8 horas. 
Los valores de a, utilizados para las soluciones salinas sa- 
turadas fueron 10s propuestos por Chirife et al. (1983): clo- 
ruro de bario 0,902, nitrato de potasio 0,926 y sulfato de 
potasio 0,974, evaluados en todos 10s casos a 25OC. 
+ Todas las mediciones y la calibracidn se realizaron a 25°C- 
0,2OC en una estufa de circulacidn forzada y las determina- 
ciones se realizaron por duplicado, informdndose su promedio. 
2- Este mgtodo se utiliz6 para la medicidn de actividad de agua 
en soluciones con un valor superior a 0,975. Las mediciones 
se realizaron en un cridscopo para leche (Advanced Instrument 
Milk Cryoscope 4D 11) que fue calibrado con soluciones standard 
de cloruro de sodio. Todas las mediciones se realizaron por 
duplicado inform6ndose el promedio. 
Recientemente varios investigadores (Miracco et al., 1981; 
Chirife et al., 1981) han demostrado que las mediciones del 
descenso crioscdpico constituyen una forma conveniente de me- 
dir la aw en soluciones con alta aw. 
La r e l a c i 6 n  e n t r e  e l  punto d e  congelacidn de  una so luc idn  
acuosa y s u  a c t i v i d a d  de agua est% dada por l a  ecuacidn (Robin- 
son y S tokes ,  1965) 
donde: 
Lo = c a l o r  l a t e n t e  de f u s i d n  a 1  punto de  congelacidn d e l  
agua pura  (To) 
- 
J = d i f e r e n c i a  d e  capacidad c a l o r l f i c a  molal  e n t r e  e l  
agua l l q u i d a  y e l  h i e l o  
TF = punto d e  congelacidn d e  l a  so luc idn  
Es ta  ecuacidn f u e  obten ida  considerando que 3 es indepen- 
d i e n t e  d e  l a  temperatrua en e l  rango To - TF. Es to  no a f e c t a  l a  
p r e c i s i d n  d e l  cd lcu lo  d e  l a  aw (Fe r ro  Fontdn y C h i r i f e ,  1981 b ) .  
- S i  se reemplaza e l  descenso c r iosc6p ico ,  €IF - To - TF, en 
l a  ecuaci6n 28, 6 s t a  se puede e s c r i b i r  de  l a  forma 
A O°C, el calor latente de fusi6n del hielo es 1435,5 cal/ 
mol y la diferencia de capacidad calorlfica molal de agua llquida 
e hielo es 9,0990 cal/OC mol (Robinson y Stokes, 1965), por lo 
tanto la ecuaci6n se puede aproximar nfimericamente a: 
El error en la determinaci6n del punto de congelaci6n fue 
estudiado recientemente por Alzamora y Chirife (1984). Ellos mi- 
dieron por cuadruplicado 5 soluciones diferentes de 1,3-butilen- 
glicol en un equipo igual a1 utilizado en esta investigacibn. Los 
puntos de congelaci6n medidos se encontraban en el rango -0,536 
y -1,968OC. El valor de laLdesviaci6n standard (SD) del valor me- 
dio a cada nivel fue de 0,0041 y 0,0015 respectivamente. Con es- 
tos valores se pudo estimar el error cometido en la determinaci6n 
del punto de congelaci6n de estas soluciones, cuyo valor no su- 
pera 0,006°C (P = 0,95). Estos resultados concuerdan con 10s in- 
formados por Miracco et al. (1981) para la determinaci6n de pun- 
to de congelaci6n de soluciones de NaCl dentro del mismo rango 
de punto de congelaci6n. Zee y van Luin (1983) informaron que la 
repetibilidad en la determinaci6n del punto de congelaci6n de 
la leche (€IF = -0,50), utilizando el mismo equipo fue de 0,005Z°C 
(P  = 0,95).  Por l o  t a n t o ,  de  l a  ecuaci6n 30 se ca lcu ld  que 
Aaw - 6 x l 0 - ~ ,  l o  que s i g n i f i c a  que e l  va lo r  de  aw derivado d e l  
punto de  congelaci6n se puede expresar  con 4 c i f r a s  decimales.  
3.1.2. ~ e t e r m i n a c i d n  de  humedad 
La detenninacidn d e l  contenido de  humedad d e l  suero  se 
r e a l i z 6  en forma gravimgtr ica por secado en una e s t u f a  d e  c i r cu -  
l a c i 6 n  forzada a 100°C durante  5 horas.  
La medici6n d e l  p H  d e l  suero  concentrado se r e a l i z 6  con 
un e l e c t r o d o  de  v i d r i o  en un equipo Metrohm E 632. 
3.2. Estudio microbioldqico 
3.2.1. React ivos-  
Se u t i l i z 6  N a C l  de  l a  firma Merck (Darmstadt, W e s t  
Germany), ca l idad  a n a l l t i c a ;  g l i c e r o l  y dcido c f t r i c o  d e  l a  f i r -  
ma Mallinkrodt Chemical Works (St .  Louis, U.S.A.) y so rba to  de  
po tas io  de  grado al imentar io.  
3.2.2. P r e ~ a r a c i B n  de  l a s  muestras 
La e s t a b i l i d a d  microbiol6gica de suero concentrado comer- 
c i a l  s e  e s tud i6  en una s e r i e  de  s is temas preparados con una com- 
binaci6n de aw (0,94-0,92-0,90), p H  (5,0,  5 ,2 ,  5 ,4 ,  5 , 6 )  y sor -  
ba t0  de  po tas io  ( O % ,  0,1%, 0 ,2%) .  
Los humectantes u t i l i z a d o s  para  obtener  l a  aw deseada en 
cada caso fueron NaCl o g l i c e r i n a  y l a  cant idad requer ida  f u e  
ca lculada  usando l a  ecuaci6n de  Ross (Ross, 1975) 
0 donde (aw)S e s  l a  ac t iv idad  de  agua d e l  suero concentrado comer- 
0 
c i a l  y ( aw)H e s  l a  ac t iv idad  de  agua de  l a  so luc i6n  simple d e l  
humectante u t i l i z a d o ,  en este caso NaCl o g l i c e r i n a ,  medidos a 
l a  misma concentraci6n que t i e n e n  en l a  mezcla. Los va lo res  de  
0 ( aw)H fueron obtenidos de  l i t e r a t u r a  (Benrnergui e t  a l . ,  1979; 
C h i r i f e  e t  a l . ,  1980).  
E l  pH f u e  a jus tado por e l  agregado de  una so luc i6n  de  bci-  
c l t r i c o  50%. 
Las muestras as5  preparidas  fueron fraccionadas y almace- 
nadas en f r a s c o s  de  v i d r i o  e s t 6 r i l e s ,  hermgticamente cerrados,  o 
bo l sas  impermeables de,Super  Cryovac, s e l l a d a s  con c a l o r .  En e l  
caso p a r t i c u l a r  d e l  e s tud io  de  microorganismos anaerobios,  l a s  
muestras fueron almacenadas en tubos de 1 8  m l  de  capacidad her- 
msticamente cerrados.  Todas l a s  muestras fueron incubadas en una 
e s t u f a  de  temperatura cons tante  a 30°C. 
3.2.3. Microorganismos 
Staphylococcus aureus I N M  82 fue  p rov i s to  por e l  I n s t i t u t o  
Nacional de  Microbiologla "Dr. Carlos G .  MalbrSn", Buenos Aires .  
Los hongos y levaduras u t i l i z a d o s  fueron a i s l a d o s  de  sue- 
r o  concentrado comercial contaminado (aw = 0,940, pH = 6 .0 ) .  Es-  
t o s  incluyen Geotrichum sp . ,  Aspergi l lus  f l avus  y una levadura 
denominada W-84. 
3.2.4. Medios y enumeracibn de  microorqanismos 
Las d i luc iones  de  l a s  muestras ana l izadas  se r e a l i z a r o n  
con t r i p t o n a  s a l .  E1, recuento  de  mes6fi las  aerobias  s e  r e a l i z d  
en Standard P l a t e  Count Agar ( t r i p t o n a  5 g ,  e x t r a c t 0  de  levadu- 
r a  2,5 g ,  glucosa 1 , O  g ,  agar  15 g ,  NaCl 0,5 g ,  agua d e s t i l a d a  
1,000 It). Micrococaceas en Chapman (D-manitol 10 -9, agar  15 g ,  
NaCl 70 g ,  caldo nutritive 1000 m l ,  r o j o  de  fen01 0,025 g ) ;  
Staphylococcus aureus en Baird-Parker (E. Merck, Darmstadt, 
Germany); Enterobacter ias  en V.R.B.G. (Vio le t  Red B i l e  Glucose 
Agar, Oxoid Ltd. ,  Basingstoke, Hampshire, England). 
E l  recuento de  col i formes ydeEs t rep tococos  f e c a l e s  s e  
r e a l i z 6  u t i l i z a n d o  l a  tEcnica de  n h e r o  mbs probable ( M P N ) .  Los 
medios u t i l i z a d o s  fueron Caldo Mac Conkey (peptona 20 g,  l a c t o s a  
10 g,  NaCl 5 g ,  t au roco la to  de  sodio 5 g ,  agua d e s t i l a d a  1000 m l ,  
r o j o  neut ro  1% 10 m l )  para col i formes y Rothe Broth (bacto t r i p -  
t o s a  20 g,  glucosa 5 g ,  NaCl 5 g ,  K2HP04 2 ;7 g ,  K H 2 P 0 4  2,7 g ,  a z i -  
da s6dica 0,20 g ,  agua d e s t i l a d a  1000 m l )  y Li tsky  Broth (Difco 
Lab., D e t r o i t  l ,Michigan, U.S.A.)para Estreptococos f e c a l e s .  
Para e l  recuento de  esporulados f a c u l t a t i v o s  y anaerobios,  
las muestras y sus  d i luc iones  fueron ca lentadas  a 70-75OC por  10 
minutos y luego colocados en agua f r l a .  Un m i l i l i t r o  de  cada d i -  
luc i6n  s e  sembr6 en tubos conteniendo Brewer Anaerobic Agar 
(Difco Lab., Detroit ,Michigan, U.S.A.) a una temperatura de  55*C, 
s e  homogeneiz6 y s e  coloc6 nuevamente en agua f r l a .  P lacas  y tu -  
bos fueron incubados a 37OC por 4 8  horas.  
E l  recuento de  hongos y levaduras  s e  r e a l i z 6  en p lacas  
conteniendo Agar Sabouraud (glucosa 40 g ,  peptona 1 0  g,  aga r  20 g ,  
agua d e s t i l a d a  1000 m l )  u O.G.A. (glucosa 20 g ,  e x t r a c t 0  d e  leva-  
du ra  5 g ,  aga r  20 g ,  agua d e s t i l a d a  1000 m l ) .  Las p lacas  fueron 
incubadas a 25OC por  3 a 5 dfas .  
Para  ob tene r  e l  in6culo  d e  S. aureus,  s e  prepar6 una sus-  
pensi6n d e  l a  cepa en ca ldo  n u t r i t i v o  y se incub6 2 4  horas  a 37OC. 
500 m l  d e  suero  d e  cada una d e  l a s  condiciones  se lecc ionadas ,  
fueron  colocados en un r e c i p i e n t e  d e  v i d r i o  e s t e r i l i z a b l e  provis-  
t o  d e  un a g i t a d o r  ( S o r v a l l  Omni-Mixer) e inoculados con 1 m l  de  
suspensi6n de  l a  d i l u c i d n  adecuada para  obtener  una concentraci6n 
6 i n i c i a l  en e l  rango lo4-10 U.F.C. / m l .  Las muestras inoculadas  
fueron  homogeneizadas y f racc ionadas  en f r a s c o s  estsriles, herme- 
t icamente  ce r rados ,  y almacenados en una e s t u f a  de  temperatura  
cons tan te  a 30°C. 
E l  in6culo  de  levaduras  se obtuvo preparando una suspen- 
s i 6 n  d e  c g l u l a s  que fueron luego incubadas a 25OC duran te  2 4  ho- 
ras. Como en e l  caso a n t e r i o r ,  se inocul6  1 m l  d e  suspensi6n de 
l a  d i l u c i 6 n  adecuada en 500 m l  d e  suero  para  obtener  un recuento 
i n i c i a l  d e l  orden de  l o 4  U.F.C. / m l .  Las muestras inoculadas  fue- 
ron homogeneizadas y f raccionadas en f rascos de  v i d r i o  e s t & i l e s ,  
hermgticamente cerrados,  y almacenados en una e s t u f a  de  tempera- 
t u r a  cons tan te  a 25OC. 
Para obtener  l a  suspensi6n de  esporas de  hongos a ser 
inoculados,  s e  prepar6 un aga r  inc l inado con medio Sabouraud pa- 
ra cada cepa. Se almacen6 7-10 d l a s  a 25OC y luego s e  lav6  con 
5 m l  de  aqua d e s t i l a d a  e s t e r i l  y cua t ro  go tas  de  Tween 80 (Horner 
y Anagnostopoulos, 1973).  Con e s t a  suspensi6n i n i c i a l  se prepa- 
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raron  d i luc iones  para obtener  in6culos en e l  rango 10 -10 espo- 
ras/ml.  Las p lacas  inoculadas contenlan suero du lce  concentrado 
comercial  s i n  modif icar ,  suero concentrado comercial modificado 
y medio Sabouraud para con t ro l .  Cada placa f u e  inoculada en e l  
cen t ro  con 10 p 1  de suspensiBn para  obtener  un in6culo i n i c i a l  
de  3 mrn de  dibmetro. Las p lacas  inoculadas fueron almacenadas 
en una e s t u f a  de  temperatura cons tante  a 25OC. La contaminaci6n 
d e  l a s  p lacas  fue  d e f i n i d a  como l a  formaci6n de  una colonia  su- 
p e r f i c i a l  suf icientemente grande como para s e r  v i s i b l e  a simple 
v i s t a .  Se tom6 a rb i t r a r i amente  e l  v a l o r  de  2 mm para e l  d i h e t r o  
d e  d icha  colonia  y el  tiempo necesar io  para su  formaci6n s e  de- 
f i n i 6  como "tiempo de  rechazo". Las p lacas  fueron inoculadas por 
t r i p l i c a d o  y 10s r e su l t ados  s e  ca lcularon  como un promedio e n t r e  
e l l o s .  
3.3. M E D I C I O N  DE COLOR 
3.3.1. Preparacidn de  muestras 
La preparaci6n de  muestras s e  r e a l i z 6  simultSneamente pa- 
r a  todos 10s es tud ios  y en l a  forma indicada en e l  punto 3.2.2. 
E l  equipo u t i l i z a d o  para  l a  medici6n de  c o l o r  f u e  un es- 
pectrofotdmetro ZEISS DMC 25  de  doble haz. E s t e  posee una e s f e r a  
in tegradora  con d i f e r e n t e s  s a l i d a s  l a t e r a l e s  que permiten l a  ubi-  
cacidn de  l a  muestra, el  pat rdn  de  re fe renc ia  y e l  fototubo de- 
t e c t o r .  La fuen te  luminosa para mediciones en e l  e spec t ro  v i s i b l e  
e s  una l h p a r a  de  tungsten0 y e l  monocromador e s t d  compuesto por 
un s is tema doble de  prismas. E l  equipo puede adaptarse  para  l a  
medicidn de  d i s t i n t o s  t i p o s  de  muestra y permite r e a l i z a r  medi- 
c iones por t ransmisi6n o r e f Iex i6n ,  con o s i n  componente especu- 
l a r .  La iluminacidn puede s e r  monocromdtica o policromStica,  con 
a j u s t e  automdtico de  ancho de  banda(2,5; 5 y 1 0  nm). 
En e l  presente  e s tud io  se midi6 e l  f a c t o r  de  r e f l e c t a n c i a  
e s p e c t r a l  de  l a s  d i s t i n t a s  muestras de  suero concentrado modifi- 
cado, en el rango visible, utiiiz6ndose iluminaci6n monocrom6- 
tica. A partir del espectro obtenido un sistema de integraci6n 
triestlmulo (Davidson and Hemmendinger Electronic, Tatomy, U.S.A.) 
acoplado a1 instrumento, calcul6 10s valores triestlmulo X, Y, Z 
por el mgtodo de las ordenadas seleccionadas (Lozano, 1978). 
Las muestras fueron-colocadas en una cubeta de acrllico 
como la mostrada en la figura 17. Sobre la superficie de la mues- 
tra se coloc6 un vidrio con el fin de eliminar burbujas u otras 
imperfecciones de la superficie que pueden modificar el resulta- 
do de la medici6n. Se utiliz6 como patr6n standard una placa ca- 
librada de BaS04. La calibraci6n se realiz6 en todo el rango del 
espectro visible (380-730 nm) mediante el ajuste de 30 potenci6- 
metros. El monocromador se ajust6 en un ancho de banda de lOnm 
y el espectro fue registrado en papel en la escala 10 nm/cm a una 
velocidad de banda de 3,5 nm/seg. Posteriormente 10s valores X, 
Y, Z, iluminante C ( C . I . E . ) ,  fueron lefdos en la pantalla digital 
del integrador triestlmulo. 
Figura 17: Cubeta empleada en la medici6n de la reflectancia 
de muestras de suero de queso 
3.3.4. Error en la medici6n 
La repetibilidad del instrumento para mediciones sucesi- 
vas de una misma muestra es muy buena, teniendo esta una preci- 
siBn de 0,1%. En el caso de repetibilidad de mediciones luego de 
calibraciones sucesivas, se han observado errores de hasta el 1% 
de 10s valores triestfmulo, por lo cual la exactitud de 10s valo- 
res triestlmulo obtenidos para cada muestra estd determinado por 
este factor. 
3.4. PErdida de lisina disponible 
El metodo mgs utilizado {como ya se explic6 anteriormente) 
es el propuesto por Carpenter (1960), per0 presenta algunos incon- 
venientes para ser utilizado en ciertos alimentos como leche en 
polvo y suero debido a1 alto contenido de carbohidratos que es- 
tos poseen. 
Los carbohidratos interfieren en el dosaje de lisina dis- 
ponible segGn el metodo de Carpenter (1960) dando como resulta- 
do un valor inferior a1 real. En 1971, Booth introdujo ciertas 
modificaciones en el mEtodo de Carpenter para adecuarlo a ali- 
mentos con alto contenido de carbohidratos. 
- 
Debido a1 alto contenido de lactosa del suero concentra- 
do se adopt6 el metodo de1Booth para la determinaci6n de lisina 
disponible. 
3.4.1. PreparaciBn de muestras 
Las muestras utilizadas para este estudio fueron prepara- 
das simultdneamente con las utilizadas para el estudio microbio- 
l6gico y de cambio de color y el procedimiento fue el detallado 
en el punto 3.2.2. 
3.4.2. Equipos 
La absorbancia a 435 nm fue medida en un espectrofot6me- 
tro Spectronic 21. 
3.4.3. Reactivos 
- Cloruro monohidrato de E-dinitrofenillisina (DNP-L) , tiene un 
peso molecular de 366,77, y contiene el equivalente a 39-85% 
de lisina. 314 mg de este reactivo fueron disueltos en 250 cm 3 
de KC1 8,lM. Esto se realiz6 24 horas antes de ser utilizado. 
Posteriormente se diluyeron 10 cm3 con aqua a 100 cm3r y la so- 
lucibn dilulda se utiliz6 como standard. Una allcuota de 2 cm 3 
contine el equivalente de 0,l mg de lisina y cuando se diluye 
a 10 cm3 tiene una absorbancia neta de aproximadamente 0,4 a 
435 nm en una cubeta de 1 cm. 
- 1-f luor-2,4-dinitrobenceno (FDNB) , (E. Merck, Darmstadt) . Se 
utilizaron aproximadamente 0,4 cm3 de este reactivo en 15 cm 3 
de etanol por muestra. 
- Metil cloroformato (MCC) (Merck, Darmstadt). 
- Solucibn de NaHC03, correspondiente a 80 q en 1 litro de aqua 
destilada. 
- Dietil eter (Merck, Darmstadt); este reactivo debe ser libre 
de perBxidos. 
- ~oluciBn de NaOH, 120 g/l 
., 
- Buffer  de  pH 8,5. Para s u  preparaci6n s e  disuelven 19,5 g de 
N a H C 0 3  y 1 g de  Na2C03 en 250 cm3 de  agua y s e  a j u s t a  e l  pH 
s i  es necesar io.  
3.4.4. Tgcnica de  medici6n de  l i s i n a  d isponib le  
Las muestras u t i l i z a d a s  fueron de  aproximadamente 3 g. 
Es tas  fueron pesadas en balones de  150 cm5, conteniendo b o l i t a s  
de  v i d r i o .  Se agreg6 10 cm' de  soluci6n de NaHC03 y s e  a g i t 6  e l  
bal6n, dejdndolo luego reposar  h a s t a  que l a  muestra s e  humedeci6. 
Luego se adicionaron 15 cm3 de  solucidn de  FDNB a cada baldn, s e  
tap6  y se a g i t 6  por 2 horas  en un shaker. Despugs de l a  ag i t a -  
c i6n se evapor6 e l  e t a n o l  colocando 10s balones en un bafio de  
agua h i r v i e n t e  h a s t a  l a  eliminaci6n completa de  l a  e fervescencia ,  
perdigndose en e s t e  proceso aproximadamente 12,5 g. Cuando l a  mez- 
c l a  se e n f r i b ,  s e  adicionaron 30 cm3 de  HC1 8 , l  M que neu t ra l i zan  
e l  NaHC03 y hacen un t o t a l  de  40 cm5 6M. La rnezcla fue  r e f l u j a d a  
16 horas.  A continuaci6n se lav6 el  condensado con agua y s e  des- 
conectaron 10s balones. E l  contenido de  gs tos  se f i l t r 6  en c a l i e n  -
3 t e  con papel Whatman N o  541 a balones volum6tricos de  250 cm . 
Los balones de  d i g e s t i 6 n  y 10s res iduos  fueron lavados h a s t a  que 
3 
e l  f i l t r a d o  t o t a l i z 6  un volumen cercano a 250 cm . Se d e j 6  en- 
f r i a r  y s e  l l e v 6  a volumen. Los balones s e  de jaron  reposar  h a s t a  
que decant6 e l  prec ip i tado  de  d i n i t r o f e n o l  formado. De cada f i l -  
t r ado  s e  pipetearon 2 cm3 para cada uno de  10s tubos de  ensayo 
( A  y B ) .  E l  contenido d e l  tub0 B se e x t r a j o  con aproximadamente . 
3 5 cm de  d i e t i l  e t e r  ( l i b r e  d e  per6xidos) .  Se  coloc6 e l  tub0 en 
agua a 80°C h a s t a  que l a  e fervescencia  d e l  eter r e s i d u a l  desapa- 
r ec i6 .  Se de j6  e n f r i a r  y se agreg6 una gota  de  f enof ta l e fna  y l a  
so luc i6n  de  NaOH h a s t a  l a  apa r i c idn  d e l  primer c o l o r  rosado. Lue- 
go s e  adicion6 2 cm3 de  b u f f e r  carbonato (pH = 8,5)  y a continua- 
c ibn  5 gotas  (0,Ol cm3 aproximadamente) de  MCC; se taparon 10s 
tubos y s e  a g i t a r o n  vigorosamente, l iberando l a  pres idn  con pre- 
cauci6n. Despugs de  aproximadamente 8 minutos, s e  agregd 0,75 
cm3 de  HC1, gota  a gota  y agi tando cuidadosamente. Por d l t imo,  l a  
so luc i6n  s e  e x t r a j o  4 veces con d i e t i l  e t e r ,  se e n f r i 6  y s e  l l e -  
3 
v6 a 10 cm con agua. E l  tub0 A s e  e x t r a j o  3 veces con d i e t i l  
e t e r  l i b r e  de  perdxidos y s e  l l e v 6  a 10 cm3 de  volumen con H C 1  
1M. La absorbancia de  ambos tubos fue  medida a1435 nm con t ra  
agua, La l e c t u r a  A menos l a  l e c t u r a  B (e l  Slanco) e s  l a  absor- 
bancia ne ta  a t r i b u i b l e  a l a  DNP-L. 
E l  v a l o r  de  l i s i n a  f u e  calculado de  l a  forma que a cont i -  
nuaci6n s e  d a t a l l a :  
w .Au.v-100 . 100 lisina - 
- 
s 
C = 
16 g N wu.A.-a .[c 1 S P 
donde: 
ws 
= peso del standard, expresado como mg de lisina en 
3 2 cm , es decir 0,l mg 
w = peso de la muestra en mg 
U 
As = absorbancia neta de DNP-L standard 
AU = absorbancia neta de la rnuestra (A-B) 
3 
v = volumen del filtsado (250 cm ) 
3 
a = allcuota del filtrado (2 cm ) 
[c ] =  protelna cruda, 6/25 g N/100 g material 
P 
RESULTADOS Y DISCUSION 
Actividad de aqua de las soluciones de suero 
El descenso crioscBpico de las soluciones de suero es una 
funci6n de la concentracign y la naturaleza qulmica de 10s sBli- 
dos disueltos, y est% termodinhicamente relacionado con la ac- 
tividad de las mismas. En la figura 18 se muestra una comparaci6n 
de la actividad de agua de soluciones de suero concentrado con 
valores calculados a partir de la medici6n del descenso criosc6- 
pico de soluciones de suero en polvo reconstitujdo (Bakshi y 
Johnson, 1983) y soluciones de leche en polvo descremada recons- 
titulda (Radewonuk et al., 1983). Las muestras de suero utilizado 
contenlan un 73-75% de lactosa en base seca, mientras que en la 
leche el contenido era de 51,8% Se puede observar que si se gra- 
fica la actividad de agua en funci6n de la relaci6n lactosa/agua 
para diferentes soluciones de suero y leche, todos 10s puntos 
caen aproximadamente en la misma correlaci6n. Si bien la lactosa 
juega un papel importante en el descenso de awl en las soluciones 
de suero o leche existen otros componentes que en menor proporci6n 
tarnbign contribuyen. En el caso particular del suero en polvo, 
10s minerales como calcio, magnesio, f6sfor0, sodio y potasio 
Figura 18: ~omparaci6n de valores de actividad de agua (derivados 
de mediciones de descenso criosc6pico) correspondientes 
a soluciones de suero dulce y leche descremada. 
(a )  Bakshi y Johnson ( 1 9 8 3 )  
(b) Radewonuk et al. (1983) 
presentes  en l a s  cenizas  (Bakshi y Johnson, 1983) ,  y que t i e n e n  
un peso molecular re la t ivamente  b a j o  respecto  de  l a  l a c t o s a ,  son 
10s que aportan para e l  descenso de  l a  aw. Esto s e  puede compro- 
b a r  s i  s e  compara 10s va lo res  de  aw de  soluciones de  suero de  
h a s t a  50% (p /p)  de s d l i d o s ,  medidos experimentalmente, con 10s 
v a l o r e s  predichos para soluciones de  l a c t o s a  conteniendo l a  m i s -  
ma relaciBn lac tosa /agua  que en l a  correspondiente  so luc idn  de  
suero  ( f i g u r a  1 9 ) .  Los va lo res  de  aw de  l a s  soluciones de  l a c t o -  
s a  fueron obtenidos mediante l a  s i g u i e n t e  ecuacidn (Miracco e t  
a l .  . 1981),  
donde X1 y X2 son l a s  f racc iones  molares de  agua y l a c t o s a  r e s -  
pect ivamentey Kes  l a  cons tante  de  co r re lac i6n  que depende de  l a  
naturalezaquZmica d e l  s o l u t o  y para el  caso d e l a  l a c t o s a  e s  i g u a l  a 
10,2. Esta  ecuacidn s e  a p l i c a ,  en genera l ,  a soluciones de  r e l a -  
t ivamente a l t a  molalidad, debido a que e l  e r r o r  en l a  evaluaci6n 
de  K aumenta con l a  disminucidn de  l a  f r acc idn  molar d e l  so lu to .  
Tambi6n puede s e r  ap l icada  a soluciones con b a j a s  molalidades 
de  s o l u t o s ,  per0 en e s t e  caso e s  necesar ia  una mayor exac t i tud  
en l a  determinacidn de l a  ac t iv idad  de  agua. Se puede observar  
0 
0 
G 
a, 
U 
[I] 
que l a  curva correspondiente  a ' l a s  soluciones de  suero e s t d  siem- 
p r e  por  debajo que l a  correspondiente  a l a  l a c t o s a ,  l o  cua l  de- 
muestra l a  presencia  d e  o t r o s  so lu tos  que contribuyen a l  descen- 
s o  de  l a  aw. La f i g u r a  1 9  tambien ..muestra que e x i s t e  una buena 
cor re lac i6n  l i n e a l  e n t r e  l a  aw y el  contenido de  sb l idos  d e l  sue- 
r o  (expresado como g de  s61idos/100 g agua) .  La l l n e a  correspon- 
de  a l a  ecuacibn 
donde M es e l  contenido de s6 l idos  en g s6l idos/100 g agua y e l  
c o e f i c i e n t e  de  co r re lac ibn  es 0,9940. Esta  co r re lac i6n  l i n e a l  
t i e n e  s u  fundamento t e 6 r i c o  en l a  termodindmica de soluciones;  
en e f e c t o ,  en base a l a  d e f i n i c i b n  d e l  c o e f i c i e n t e  osm6tic0, , 
s e  puede e s c r i b i r  
donde: 
f = c o e f i c i e n t e  osmbtico 
v = nfimero de  moles de  todas l a s  especies  que dan un mol 
de  s o l u t o  en soluci6n ( V  = 1 para n o - e l e c t r o l i t o s )  
m = molalidad 
m1 = nClmero de  Kg por m o l  de  agua (0,018) 
Lupin e t  a l .  (1981) mostraron que s i  e s t a  ecuaci6n s e  
expande en s e r i e s ,  
y den t ro  de  c i e r t o s  rangos, donde ( p m l v )  <<I, l a  ecuacidn 35 pue- 
de  e s c r i b i r s e  
l a  c u a l  e s  i d g n t i c a  a l a  ecuaci6n 3 3 .  
Por todo l o  anter iormente expuesto,  quede demostrado que 
l a  l a c t o s a  e s  una de  l a s  p r i n c i p a l e s  responsables d e l  descenso 
de  l a  a en soluciones de  suero concentrado. La concentraci6n 
W 
de l a c t o s a  en l a  f a s e  acuosa en una so luc i6n  de  suero  que cont ie -  
ne 125 g s61idos/100 g agua, es de  a l rededor  de 91 g lac tosa /100 
g agua. Sin embargo, s e  sabe que l a  so lub i l idad  de  l a  l a c t o s a  
a 2S°C e s  s610 20,s-21,7 g lac tosa /100 g agua (Nickerson y Moore, 
1972; Jelen y Coulter, 1973), por lo tanto la lactosa deberla es- 
tar cristalizada en las soluciones de suero estudiadas. Sin em- 
bargo no se ha observado cristalizaci6n de lactosa en ningGn caso 
ni tampoco se han detectado cambios en la aw (debido a la cris- 
talizaci6n) en soluciones de suero concentrado (aw = 0,94 - 0,90) 
almacenadas hasta 3 meses a 30°C y 37OC. La estabilidad de la 
lactosa en estas soluciones se puede atribuir, en parte, a la 
presencia de protelnas en el suero que producen una viscosidad 
tal que interfiere en la cristalizaci6n de la lactosa (Nickerson, 
1977). 
Goldsack y Franchetto (1977) han desarrollado la siguiente 
ecuaci6n general para la viscosidad relativa (qr) de soluciones 
de electrolitos simples: 
donde: 
X = fracci6n molar apropiada 
E = energla libre promedio 
V = pardmetro relacionado con el volumen 
Para soluciones de electrolitos 1: 1, 10s pardmetros E y 
V se definen como 
donde: 
Vc = volumen molar del catidn 
Va = volumen molar del anidn 
V1 = volumen molar del solvente 
AG* = energla libre molar de activacidn para flujo viscoso C 
del cati6n 
AG; = energfa libre molar de activacidn para flujo viscoso 
del anidn 
= molalidad de la sal 
Estos autores verificaron la ecuaci6n propuesta con datos 
de viscosidades existentes en la bibliografla para electrolitos 
1:l inorgdnicos y comprobaron con &to que la ecuacidn a 2 pars- 
metros puede reproducir las viscosidades observadas dentro del 
error experimental hasta concentraciones muy altas (aproximada- 
mente 3 a 5 molal ) .  C h i r i f e  e t  a l .  (1984) apl icaron  e s t a  ecuaci6n 
a soluciones de e l e c t r o l i t o s  1:l y a  soluciones de  no e l e c t r o l i -  
t o s  ( p o l i o l e s ,  L-prol ina) .  Para el caso de  no e l e c t r o l i t o s  l a  
f r acc i6n  X f u e  ca lculada  como X = m(55,51 + m ) .  Los valores  de  
E y V (en todos 10s c a s o s ) ,  fueron ca lculados  por un programa de 
computaciBn para un rango de temperaturas e n t r e  25 y 40°C. En e l  
caso de  no e l e c t r o l i t o s ,  se observe que e l  pardmetro V e r a  t a n  
pequefio que l a  ecuaci6n 37 s e  reduce a  
Siguiendo con e l  procedimiento empleado por Goldsack y 
Franchet to (1977),  se puede demostrar para  e l  caso de  no e l e c t r o -  
l i t o s ,  que e l  p a r h e t r o  E se puede d e f i n i r  como: 
E = (AGE - AG;) /RT 
donde : 
AG; = energla  l i b r e  de ac t ivac i6n  para un f l u j o  viscoso 
por mol de  s o l u t o  
La f i g u r a  2 0  muestra que e x i s t e  una buena cor re lac idn  li- 
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neal entre 10s valores experimentales del parsmetro E (a 25OC) y 
el peso molecular de 10s no electrolitos estudiados (Chirife et 
al., 1984). Por lo tanto el peso molecular de 10s no electrolitos 
es el factor principal en la deteminacidn del parsmetro E, y de 
acuerdo a la ecuaci6n 41 est5 directamente relacionado con AG;. 
En la figura 21 se compara la viscosidad relativa de so- 
luciones de suero y de lactosa; los datos experimentales son los 
informados por Buma (1980). El comportamiento de la lactosa se 
puede describir perfectamente con la ecuaci6n propuesta por Chi- 
rife et al. (1984) (ecuaci6n 40) y con un valor de E = 53. Por 
el contrario, las soluciones de suero aumentan drdsticamente con 
el aumento de concentraci6n y no siguen dicha ecuaci6n. Esto se 
puede atribuir en parte a1 comportamiento reol6gico de sus cons- 
tituyentes polim6ricos como las protelnas. 
Se puede concluir que la viscosidad de las soluciones de 
suero es mucho mayor que aquella de lactosa con igual concentra- 
ci6n de s6lidos. Por ejemplo la viscosidad de una soluci6n de 
suero que tiene una aw E 0,94 (100 g s61idos/100 g agua aproxima- 
damente), se espera que sea varias veces superior que la de una 
soluci6n de lactosa equivalente. Todo esto puede explicar, a1 
menos parcialmente, la ausencia de cristalizaci6n de lactoas en 
las soluciones de suero concentrado. 
Figura 21: Viscosidades de soluciones de suero dulce y lactosa a 
30°C; 10s datos experimentales fueron obtenidos de Buma 
4 . 2 .  Es tab i l idad  microbioldgica d e l  suero concentrado 
E l  suero  concentrado es un product0 intermedio y por l o  
t a n t o  no e s  pos ib le  encont rar  en b i b l i o g r a f l a  da tos  microbiol6- 
g icos .  Por e s t a  raz6n, in ic i a lmen te  s e  a n a l i z 6  l a  carga micro- 
b iana  de  15 p a r t i d a s  d i s t i n t a s  de  suero,  con una a w 0,94 y pH 
en e l  rango 5,8-6,3. La t a b l a  19 muestra un promedio de  10s re-  
s u l t a d o s  obtenidos con e s t a s  p a r t i d a s .  Esta  ba ja  contaminaci6n 
i n i c i a l  es a t r i b u i b l e  a 1  t ra tamiento  tgrmico que e l  suero rec ibe  
durante  su concentraci6n. Con e l  f i n  de observar  que d e s a r r o l l o  
t en ran  10s microorganismos presentes  in ic ia lmente ,  s e  e s tud i6  
l a  evoluci6n de  10s mismos en suero concentrado comercial y en 
sue ro  modificado con d i s t i n t a s  combinaciones de  aw, pH y sorba to  
de  po tas io ,  haciendo incap i6  en e l  d e s a r r o l l o  de  mes6fi las  aero- 
b i a s  y con menor 6 n f a s i s  en 10s esporulados anaerobios.  La f i g u r a  
22  muestra 10s carnbios producidos en e l  recuento de  mes6fi las  
ae rob ias  en d i s t i n t a s  p a r t i d a s  de  suero dulce  concentrado comer- 
c i a 1  s i n  modif icar  (aw = 0,942 - pH = 5,80 y aw = 0 , 9 4 0  - pH = 6.15) 
y en un suero dulce  concentrado modificado por una combinaci6n de  
a pH y agregado de sorbato  de potas io .  En e l  primer caso e l  w' 
n6mero de  microorganismos aument6 rspidamente durante  e l  almace- 
namiento, observ5ndose paralelamente cambios organol6pt icos que 
Tabla 19: Carga microbiana inicial de suero concentrado comercial 
Microorganismo UFC/ml 
Micrococaceae 
Staphylococcus aureus 
Enterobacteriaceae 
Coliformes 
Estreptococos fecales 
Esporulados aerobios 
Esporulados anaerobios 
Hongos 
Levaduras 
s t o  a, pH%SK I 
25 50 7 5  
t i e m p o  de at rr,acenarniento (dias) 
Figura 22:  Cambios en e l  recuento de  mes6fi las  aerobias  en suero 
concentrado comercial y en suero concentrado modifica- 
do, almacenado a 30°C. 
S K  = sorbato  de  po tas io  
NC = recuento nulo a 10s 69 d l a s  
haclan evidente el deterioro microbiano. Sin embargo, las muestras 
de suero modificado disminuyeron su recuento de mes6filas aerobias 
en forma drsstica, llegando a 10s 69 dlas de almacenamiento a la 
pgrdida total de viabilidad de estos microorganismos. La poblaci6n 
de microorganismos esporulados anaerobios tambign disminuy6 para 
el caso de suero modificado, llegando a un nivel inferior a 10 
UFC/ml a 10s 38 dlas de almacenamiento y manteniendo este valor 
por 3 meses. Los recuentos de Micrococaceae, Staphylococcus aureus, 
Enterobacteriaceae, coliformes, estreptococos fecales, esporulados 
aerobios, hongos y levaduras fueron nulos a 10s 14 dIas de almace- 
namiento en todas las condiciones estudiadas de suero modificado. 
En vista de estos resultados, se estudi6 la evoluci6n de las mes6- 
filas aerobias en suero concentrado almacenado a 30°C, con modi- 
ficaciones de aw, pH y agregado de sorbato de potasio, menos drss- 
ticas que en el caso anterior. Sc utiliz6 NaCl para obtener 10s 
valores deseados de aw. Los resultados se muestran en las figuras 
23 y 24. 
Se puede observar que tanto la combinaci6n de aw = 0,92, 
pH = 5,4, 0,2% sorbato de potasio, como a = 0,94, pH = 5,2 y 0,2% 
W 
sorbato de potasio, son igualmente efectivas en cuanto a la inhi- 
bici6n del crecimiento de las bacterias mes6filas aerobias en sue- 
ro concentrado almacenado a 30°C. 
Figura 23: Cambios en el recuento de mes6filas aerobias en suero 
concentrado comercial (TI, T2) y suero concentrado mo- 
dificado, almacenado a 30°C.  
SK = sorbato ae potasio 
Pigura 2 4 :  Cambios cil c l  recucnto de mesBfilas aerobias en suero 
concentrado camercial (TI, T2) y en suero concentrado 
modif icado almacenado a 30°C. 
S K  = sorbato de potasio 
Dado que el manejo industrial del suero no se realiza en 
forma estgril, resulta de suma importancia investigar cud1 es el 
comportamiento de este material frente a posibles contaminaciones 
durante su elaboracibn, transporte y almacenamiento. 
El Staphylococcus aureus puede crecer y producir enterotoxi- 
na en distintos sustratos y en un amplio rango de condiciones am- 
bientales, tales como awl pH y temperatura (Tatini, 1973). Estd 
bien documentado que este microorganismo puede crecer en forma 
aerdbica con una aw tan baja como 0,86 si las otras condiciones 
son las 6ptimas (Vaamonde et al., 1982; Lotter y Leistner, 1978). 
Es por esta raz6n que se lo utilizb como organism0 test para 10s 
estudios de contaminacibn en suero concentrado. En las figuras 
25 y 26 se muestra el comportamiento del S. aureus INM 82 inocu- 
lado en suero concentrado con una a = 0,92 y 0,94, combinado con 
W 
distintos niveles de pH y sorbato de potasio agregado; 10s inbcu- 
4 10s iniciales fueron de 10 y lo6 UFC/ml. Se puede observar 
que mientras el microorganismo test se desarrolla sin problemas 
en el suero concentrado sin modificar (aw = 0,94, pH = 6,15) 
existen varias combinaciones de a - pH - %SK que inhiben o resul- 
W 
tan letales para el S. aureus INM 82. Por ejemplo, en el caso de 
suero con aw = 0,92, pH = 5,4 y 0,2%SK, el ndmero de microorganis- 
mos disminuye rdpidamente llegando casi a la pgrdida total de via- 
Figura 25: Desarrol lo  c i nh ib ic idn  de S .  aureus INE-82 -durante  el 
almacenamiento a 30°C, en suero du lce  concentrado a jus -  
tad0 a d i s t i n t o s  n ive les  de  aw, pH y sorbato  de  potas io .  
S K  = sorbato  de  po tas io  
NC = recuento < 1 0  UFCfml a l a s  1 7 1  horas  
100 2 00 
t iernpo d e  jnci lbacidn [ h )  
Figura 26: Desar ro l lo  e i nh ib ic i6n  de  S. aureus INM-82  durante  e l  
almacenamiento a 30°C, en suero  dulce  concentrado a jus -  
tad0 a d i s t i n t o s  n i v e l e s  de  pH y sorbato  de  potas io .  
S K  = sorbato  de  po tas io  
NC = recuento < 10 u ~ C / m l  a l a s  2 4 1  horas  
bilidad a las 271 horas de almacenamiento. Un comportamiento si- 
milar se observd en el caso de suero de a w = 0,94, pH = 5,2 y 
0,2%SK. Cabe destacar que en muestras con igual porcentaje de sor- 
bat0 de potasio agregado, una pequefia disminuci6n en el nivel de 
pH f p ~  = 5 , 6  a pH = 5,4 por ejemplo) afecta drssticamente el com- 
portamiento del microorganismo estudiado. Esto es razonable con- 
siderando quer no solamente el efecto intrlnseco de la disminu- 
cidn de pH afecta el crecimiento del S. aureus, sin0 que ademds 
se sabe que la efectividad del sorbato de potasio es funcidn del 
pH y que 6sta aumenta a medida que se acerca a1 valor de su cons- 
tante de disociacidn (pKa) que es 4,75 (Parada et al., 1982; 
Davidson et al., 1981). Los resultados obtenidos nos indican que 
si bien el S. aureus crece a una a = 0,86 cuando las otras condi- 
W 
ciones son las Bptimas, se puede lograr un product0 organolepti- 
camente aceptable, donde el microorganismo en estudio se encuen- 
tra totalmente inhibido, con una pequefia modificacidn de aw y pH 
y con el agregado de sorbato de potasio. 
Por lo anteriormente expuesto se puede concluir que el cre- 
cimiento de bacterias mes6filas aerobias en suero concentrado al- 
macenado a 30°C, se puede prevenir con una combinaci6n de facto- 
res tales como: a, = 0,94 - pH = 5,2 - 0,2% SK o aw = 0,92 - 
pH - 5,4 - 0,2% SK. Este fue el motivo que llevd a estudiar la 
posibilidad de otras contaminaciones, como hongos y levaduras, 
s61o en estas dos combinaciones de factores. 
La figura 27 muestra la evoluci6n experimentada por la le- 
vadura INM - 84, inoculada en suero dulce concentrado sin modifi- 
car y en las dos alternativas de modificaciones propuestas. Los 
indculos iniciales fueron superiores a lo4 UFC/ml. En el pri- 
mer cas'o la levadura encuentra un medio favorable para su desa- 
rrollo, llegando a valores de lo8 UFC/ml a1 cab0 de 28 dlas de 
almacenamiento. Por el contrario, en 10s sistemas propuestos, la 
levadura INM-84 pierde viabilidad durante el almacenamiento. 
Por dltimo se estudi6 el comportamiento de 10s sistemas 
propuestos frente a una contaminaci6n con Geotrichum sp. (hongo 
que se encuentra comdnmente en las queserras) y Asperqillus £la- 
vus (aislado de un suero concentrado comercial contaminado). La 
-
figura 28 muestra el desarrollo del hongo Aspergillus flavus en 
medio Sabouraud y la ausencia de desarrollo en suero modificado, 
y la figura 29 compara el desarrollo en un suero concentrado co- 
mercial y la ausencia de desarrollo en un suero modificado. En 
este caso se observa que el in6culo colocado en el centro de la 
placa ha difundido ya que el suero no es s6lido como en el caso 
del Sabouraud, y se observan por lo tanto crecimiento en varias 
zonas de la placa, y ademdshandesarrollado otros hongos que el 
Figura 27: Desarrollo e inhibici6n de la levadura INM-84 inoculada 
en suero concentrado comercial y en suero concentrado 
modificado ajustado a distintos valores de aw, pH y sor- 
bat0 de potasio, durante su almacenamiento a 2 S ° C  
SK = sorbato de potasio 
Suero modi f icado 
Medio Sabouraud 
Figura 28: Desarrol lo de Aspergi l lus  f l avus  inoculado en suero 
modificado y en medio Sabouraud, incubado a 25OC 
durante 90 dlas .  
Suero modificado 
Suero concentrado 
comercial 
Figura 29: Desarrollo de Aspergillus flavus inoculado en suero 
modificado y en suero concentrado comercial, incubado 
a 25OC durante 90 dlas. 
suero  contenla  como contaminantes, En todos 10s casos l a s  f o t o s  
fueron tamadas a 10s 90 d l a s  de  incubaci6n. Cabe mencionar que 
en todos 10s casos l a  cepa inoculada f u e  l a  misma y l a s  d i fe ren-  
c i a s  de  tonal idades  que se observan no son r e a l e s  y son a t r i b u i -  
b l e s  a problemas fo togr6f icos .  
La t a b l a  20 muestra e l  comportamiento de  10s s is temas  pro- 
puestos  f r e n t e  a una contaminaci6n fdngica  y s u  comparaci6n con 
un suero  concentrado s i n  modif icar  y un medio patr6n,  en e s t e  ca- 
so  Sabouraud. E l  "tiempo de rechazo" en e l  medio pa t rdn  y en e l  
suero  concentrado s i n  modif icar  f u e  de  va lo res  de  2 4  a 120 horas ,  
s i n  embargo no se observaron colonias  s u p e r f i c i a l e s  de  10s hongos 
inoculados en ninguno de  10s dos s is temas propuestos despuEs de 
3 m e s e s  de  incubaci6n a 2S°C, l o  c u a l  ind ica  que l a s  modificacio- 
nes propuestas permiten obtener  un suero que no se ver5  a l t e r a d o  
por contaminaciones de  hongos. 
Se puede conc lu i r  que l a  e s t a b i l i d a d  microbiol6gica d e l  
suero concentrado producido en l a  i n d u s t r i a  l 5 c t e a  (100 g s61i-  
dos/100 g agua) ,  se puede a lcanzar  con una combinacidn de  un pe- 
queiio a j u s t e  de  aw, l e v e  diminucidn de  pH y agregado de  0,2% de 
sorbato  de  potas io .  En e s t a s  condiciones e l  product0 puede s e r  
almacenado durante  3 meses, como mlnimo, a 30°C s i n  s u f r i r  a l t e -  
rac iones  microbiol6gicas.  
Tabla 20: "Tiempo de rechazo" para Geotrichum sp. y Aspergillus 
flavus inoculados en.medio Sabouraud y en suero concen- 
trado comercial y suero modificado incubado a 25°C 
- 
Microorganismo Medio In6culo Tiempo de rechazo 
(esporas /ml) (horas ) 
Geotrichum sp. 
Sabouraud 1 o5 
- 
- -  -. 
. .. . 
,. -. 
Suero (1) 
Suero (2) 
Suero (3) 
Tabla 20 (continuaci6n) 
Aspergillus 
flavus 
Sabouraud 
Suero (1) 
Suero (2) 
Suero (3) 
(a) despugs de tres meses de incubaci6n. 
(1) suero concentrado comercial; aw = 0.94; pH = 6.1. 
(2) suero concentrado modificado; a = 0,94; pH = 5.2; 0.2% sor- 
W 
bato. 
(3) suero concentrado modificado; aw = 0.92; pH = 5,4; 0,2% sor- 
bato. 
4.3. Valor nutritional: perdida de  l i s i n a  d i spon ib le  
La pgrdida de  l i s i n a  d i spon ib le  en suero microbiol6gica- 
mente e s t a b l e  f u e  es tudiada  a 30°C y 10s r e su l t ados  s e  muestran en 
l a  t a b l a  21 .  S e  puede observar  que l a  perdida de  l i s i n a  se encuen- 
t r a  e n t r e  e l  20 y e l  30% d e l  v a l o r  i n i c i a l  despues de  3 meses de  
almacenamiento a 30°C. La re tencidn  f u e  un poco mejor en e l  caso 
de  suero  con aw 0,94 - p H  5,2. En l a  t a b l a  2 1  tambign s e  muestra 
l a  r e t enc i4n  de  l i s i n a  en suero  en polvo de  aw 0,33, almacenado 
a 25OC y 35OC (Labuza y Saltmarch, 1981 a). Se puede a p r e c i a r  
que l a  re tenci6n  en 10s s is temas  aqul  estudiados (suero  microbio- 
ldgicamente e s t a b l e  con aw 0,94 y 0,92) e s  s i m i l a r  (y en algunos 
casos mayor) a l a  obtenida por e s t o s  inves t igadores  para suero 
en polvo de aw 0,33. Esto es razonable considerando e l  e f e c t o  
que l a  a, e j e r c e  sobre  l a  reaccibn de Mail lard.  La mayorla de  10s 
e s t u d i o s  sobre esta reaccidn de  d e t e r i o r o  indican  que 6 s t a  posee 
un mhximo de velocidad a l rededor  de  va lo res  de  aw 0,6-0,8 (Labuza 
y Saltmarch, 1981 b ) .  Por ejemplo para e l  caso de  l eche  en polvo, 
Loncin e t  a l .  (1968) informaron un mSximo de  perdida d e  l i s i n a  
en e l  rango de aw 0,6-0,7. S i  l a  aw s e  aumenta por encima de  es- 
t o s  v a l o r e s ,  disminuye l a  velocidad de  reacc idn  como resu l t ado  
de  l a  d i luc i6n .  E l  suero concentrado, por l a  a c t i v i d a d  acuosa 
Tabla 21:  Retencibn de lisina disponible en suero microbiolbgi- 
camente estable almacenado a 30°C y en suero en polvo 
Retencidn ( $  ) 
Tiempo de al- Suero concen- Suero concen- Suero en Suero en 
macenamiento 
(dlas) 
trzdo (a) 
30°C 
trado (b) polvo (c) polvo (c) 
30°C 25OC 35OC 
(a) aw 0,92, pH 5,4 
(b) aw 0,94, p~ 5,2 
(c) calculado de 10s datos obtenidos de Labuza y Saltmarch ( 1 9 8 1  a) 
para suero en polvo de aw = 0,33. 
que posee, se ubica en la parte descendente de la curva (figura 
14) donde por efecto del alto contenido de agua la velocidad de 
la reacciBn de Maillard se ve disminulda. 
Labuza y Saltmarch (1981 a) hallaron para pgrdida de lisi- 
na en suero en polvo, la siguiente expresi6n cingtica: 
donde: 
A = &-DNP-lisina remanente 
A. = E-DNP-lisina a tiempo cero 
kf = constante de velocidad de orden uno 
= tiempo 
Las variaciones de lisina obtenidas para las dos alterna- 
tivas de suero concentrado microbiol6gicamente estable fueron muy 
bajas, es decir se observ6 una alta retenci61-1, por lo tanto no 
fue posible correlacionar estos valores con un modelo cinetico, 
y 10s resultados se informan dnicamente como porcentaje de reten- 
ci6n de lisina. 
Varios investigadores han estudiado el desarrollo y las 
consecuencias que la reacci6n de Maillard produce durante el al- 
macenamiento de leche en polvo, especialmente a altas temperatu- 
ras. Dado que el dafio producido por la temperatura y tiempo de 
alrnacenamiento en leche en polvo se refleja casi exclusivamente 
en el desarrollo de la reaccidn de Maillard, la medida de reten- 
ci6n de lisina representa una herramienta Gtil para evaluar la 
calidad nutritional final (en el momento de su utilizacibn) de 
este alimento. 
Hurrel y Finot (1983) estudiaron la influencia de la tem- 
peratura y el tiempo de almacenamiento sobre la retencign de li- 
sina en leche en polvo (25 g agua/Kg). Las temperaturas estudia- 
das fueron 60" y 70°C. A 60°C la retencidn fue de 95,7% despues 
de una semana de almacenamiento y 6sta baj6 a 78,7% a1 totalizar 
un almacenamiento de seis semanas, per0 a1 elevar la temperatura 
en 10°C (de 60° a 70°C), se obtuvo una retencidn de 70,3% a la 
primer semana de almacenamiento y se lleg6 a una p6rdida total.. 
de lisina a las cinco semanas. Con estos datos queda demostrada 
la marcada influencia que tienen tanto la temperatura como el 
tiempo de almacenamiento sobre el desarrollo de la reaccidn de 
Maillard y como consecuencia sobre la pgrdida del valor nutricio- 
nal de la leche en polvo. 
Otra variable importante de destacar es el pH. Petriella 
et al. (1985) mostraron que el pH posee una gran influencia sobre 
la velocidad de reaccidn de Maillard en sistemas modelos de glu- 
cosa-lisina con a, en el rango. 0,900-0,950 y pH 5; 6 y 7. En es- 
te caso la extensi6n de la reacci6n fue medida a traves del cam- 
bio de color de 10s sistemas modelos. En todos 10s niveles de ac- 
tividad acuosa estudiados (0,900, 0,925 y 0,950), la velocidad 
de reacci6n aument6 aproximadamente en un orden de magnitud a1 
elevar el pH de 5 a 7. En el caso de suero concentrado microbio- 
16gicamente estable, el pH reducido que posee es uno de 10s fac- 
tores responsables de la estabilidad que la lisina presenta en 
este sistema. 
4.4. Cambio de color 
RepresentaciBn del color 
Los valores triestlmulo X I  Y, Z, obtenidos de las medicio- 
nes de color se pueden representar en forma gr6fica en un espacio 
tridimensional de coordenadas X, Y, Z. La representaci6n tridi- 
mensional y el hecho que no incluya una coordenada para la varia- 
ble tiempo, hace muy diflcil la interpretaci6n de 10s resultados. 
Existen varias formas de superar esta dificultad. Una de ellas 
consisten en considerar la diferencia de color (AE) entre dos 
muestras,  tomando como r e f e r e n c i a  l a  muestra i n i c i a l  s i n  t r a t a -  
miento t6rmico. Otra forma es u t i l i z a r  l a s  transformaciones 
CIELAB y CIELUV d e l  espacio C I E  y c a l c u l a r  l a s  funciones de c o l o r ,  
o  sus  va r i ac iones  de f in idas  en e s t o s  s is temas.  E s t e  metodo permi- 
t e  obtener  l a  i n t e r p r e t a c i g n  p s i c o f l s i c a  asociada a  l a s  funciones 
de  c o l o r  (Hunt, 1977) . 
Las v a r i a b l e s  X ,  Y ,  Z ,  i luminante c ,  fueron u t i l i z a d a s  pa- 
ra c a l c u l a r  l a s  coordenadas en 10s espacios  CIELUV y CIELAB, me-  
d i a n t e  l a s  s i g u i e n t e s  ecuaciones de  transformaci6n ( C I E ,  1976): 
Para e l  espacio CIELUV 
donde: 
Para el espacio CIELAB 
donde: 
Los valores de referencia utilizados fueron 10s correspon- 
dientes a1 iluminante c (CIE) : 
Posteriormente se calcularon varias funciones de color de- 
finidas en estos espacios, con el objeto de investigar si alguna 
de ellas podfa representar una medida cuantitativa del color de 
10s sistemas estudiados y si su variaci6n con el tiempo de alma- 
cenamiento a distintas temperaturas permite realizar un estudio 
cinetico del cambio de color. 
Las funciones correspondientes a1 espacio CIELUV son Suv 
(saturaci6n) , Huv (bngulo de tono) y Cuv (croma), definidas como: 
-1 
= tan (v*/u*) 
y 10s correspondientes a1 espacio, CIELAB son Cab (croma) y Hab 
(bngulo de tono) : 
Hab = tan-' (b*/a*) 
4.4.2. Cin6tica del cambio de color 
Una vez calculadas las funciones, se estudi6 el comporta- 
miento cin6tico de las mbs adecuadas para representar el compor- 
tamiento del suero modificado. Los datos de valores triestlmulo 
utilizados para estos c%lculos se muestran en el punto 7 de este 
trabajo (Tablas de datos). La representaci6n grsfica en funci6n 
del tiempo de almacenamiento de la funci6n AE, a 45OC se muestra 
en la figura 30. 
La variacidn del pardmetro L* y las funciones SUv y Czb en 
suero modificado (aw = 0,94, pH = 5,2) almacenado a 45OC se mues- 
tran en la figura 31. Estrictamente, lo que se grafic6 es la di- 
ferencia de las funciones, es decir, (S - So)UV, (C* - COIab Y 
(Lo - L*), siendo 10s valores iniciales 10s correspondientes a1 
suero sin almacenamiento (t = 0). En el caso. particular de la 
luminosidad, 6sta disminuye con el aumento de color y para visua- 
lizar mejor este efecto se grafic6 la variaci6n negativa, es de- 
cir (Lo - L*). 
Todas las funciones (AS, AC* y AL*) muestran un comporta- 
miento similar, ya que varlan linealmente con el tiempo, (coefi- 
cientes de correlaci6n de 0,9969, 0,9863 y 0,9928 respectivamen- 
te) . 
t iempo [dias) 
Figura  30: Dife renc i a  de  c o l o r  ( A E )  en funci6n d e l  tiempo para  
sue ro  concentrado modificado,  almacenado a 45OC. 
tiernpo (did51 
Figura 31: VariaciBn de luminosidad, saturaci6n (CIELW) y croma 
(CIELAB) en funci6n del tiempo, para suero concentrado 
modificado de aw = 0,940 y pH = 5,20, almacenado a 45OC 
En l a  f o t o g r a f f a  ( f i g u r a  32) s e  ven muestras de suero  mo- 
d i f i c a d o  (aw = 0 , 9 4  - pH = 5,2) almacenadas 0, 30, 60 y 90 d f a s  
a 30°C. A 10s 90 d f a s  de almacenamiento a 30°C, e l  cambio de  co- 
l o r  producido, correspondiente  a una va r i ac i6n  de  luminosidad 
(Lo - L*) i n f e r i o r  a 7 unidades en 10s dos casos es tudiados ,  re-  
p resen ta  una va r i ac idn  aceptable  desde e l  punto de  v i s t a  comer- 
c i a l .  Sirnult6neamenteI y a pesar  de  no haberse r ea l i zado  ensayos 
s e n s o r i a l e s ,  l a s  c a r a c t e r l s t i c a s  organolept icas  d e l  product0 an- 
t e s  y despu6s de dicho almacenamiento son similares, conservando 
una t e x t u r a  suave y un " f l a v o r "  agradable.  Para e l  e s tud io  cin6- 
t i c 0  s e  selecciond e l  p a r h e t r o  L* y l a  funcidn SUv. La funcidn 
Suv e s t d  vinculada con e l  contenido de  c o l o r  e s p e c t r a l  puro, y e l  
pardmetro L* e s t d  directamente relacionado con l a  impresi6n que 
e l  observador r e c i b e  de  10s ob je tos  coloreados,  A medida que au- 
menta e l  pardeamiento, se incrementa e l  contenido de  co lo r  y d i s -  
minuye l a  t ransmi tancia  luminosa, 10s sis temas se ven mds colorea-  
dos,  l a  sa tu rac i6n  aumenta y simultdneamente se ven mds oscuros 
debido a l a  p6rdida de  luminosidad. 
Dado que l a  va r i ac i6n  d e l  c o l o r  en funci6n d e l  tiempo e s  
l i n e a l ,  e l  modelo mds s e n c i l l o  para p redec i r  el  pardeamiento no 
enzimdtico d e l  suero,  &s una reacci6n de orden ce ro ,  e s  d e c i r :  
- -  dB - kB = velocidad de  pardeamiento (56) 
d0 
Control 
30 d l a s  
60  d l a s  
9 0  d l a s  
Figura 32: Cambio de  co lo r  experimentado por e l  suero  concentra- 
do modificado almacenado a 30°C 
donde B es el color, que puede expresarse como variacidn de cual- 
quiera de las funciones de color (SUv o L*), 0 es el tiempo de 
tratamiento t6rmico y k la constante de reacci6n de orden cero. 
Recientemente, Petriella et al. (1985), estudiaron el pardeamien- 
to no enzimdtico en un sistema modelo de glucosa-lisina con aw 
y pH similares a 10s del suero, y encontraron una cingtica de or- 
den cero para esta reacci6n. Labuza y Saltmarch (1981 a) tam- 
bi6n hallaron que la formaci6n de pigmentos (obtenidos de medi- 
ciones de absorbancia a una longitud de onda determinada) en sue- 
ro en polvo almacenado con una aw en el rango 0.33-0,65, sigue 
una cin6tica de orden cero. Las figuras 33 y 34 muestran el desa- 
rrollo de color medido como variaci6n de luminosidad,y las figuras 
35 y36como variaci6n de saturacien, en suero modificado, a 30°C, 
38OC y 4S°C. 
La constante de velocidad k, es funci6n de la composici6n 
y demds factores que caracterizan a1 sistema. En particular, mues- 
tra una dependencia importante con la temperatura. Los valores 
para el desarrollo de color en suero 
modificado se muestran en la tabla 22. Esta gran influencia sobre 
la velocidad de pardeamiento se puede ilustrar considerando que 
las constantes de velocidad (kL 
- L,) y k(S - ) aumentan 
0 So) uv 
cinco veces a1 aumentar la temperatura de 30°C a 38OC y nueve 
tiempo (dks) 
Figura 33: Variacidn de luminosidad en funcidn del tiempo para 
suero concentrado modificado, almacenado a distintas 
temperaturas 
50 75 
t iempo (dias 
Figura 34: VariaciBn de luminosidad en funci6n del tiempo para 
suero concentrado modificado, almacenado a distintas 
temperaturas 
Figu ra  35: Var i ac idn  d e  s a t u r a c i 6 n  en func idn  d e l  t iempo p a r a  
s u e r o  concentrado modif icado,  almacenado a d i s t i n t a s  
tempera t u r a s  
60 
t i  empo (dias 1 
Figura  36: Variaci6n d e  s a t u r a c i 6 n  en funci6n d e l  tiempo pa ra  
sue ro  concentrado modificado,  almacenado a d i s t i n t a s  
tempemturas 

veces s i  Esta s e  e leva  de  30°C a 45OC. Tambign s e  puede obser- 
v a r  que e l  e f e c t o  r e l a t i v o  de  e s t a  v a r i a b l e  de proceso e s  s i m i -  
l a r  para  ambas funciones (ASUv y AL*). 
Los va lo res  de  l a s  cons tantes  fueron obtenidos por regre-  
s i 6 n  l i n e a l  de  10s grdf icos  l i n e a l e s  de  l a s  funciones de  co lo r  
en funcidn d e l  tiempo de  almacenamiento para cada temperatura. 
La velocidad de  d e s a r r o l l o  de  c o l o r  en ambas condiciones es tudia-  
das  (aw 0.94 - pH 5,2 y aw 0,92 - pH 5 ,4)  es muy s i m i l a r ,  s i n  em- 
bargo, en todos 10s casos anal izados 6 s t a  e s  levemente menor pa- 
r a  l a  combinacidn mayor aw - menor pH. En e s t e  caso no s e  puede 
d i sc r iminar  e l  e f e c t o  de  l a  aw y e l  pH, y e l  e f e c t o  combinado de  
ambos da como resu l t ado  una respues ta  s i m i l a r ,  con una l e v e  d i -  
f e r e n c i a  que i n d i c a  una mayor i n f l u e n c i a  de  l a  v a r i a b l e  pH (menor 
velocidad de  reaccidn a menor pH). Esto concuerda con 10s r e su l -  
tados  obtenidos por  P e t r i e l l a  e t  a l .  (1985) ,  donde s e  es tudiaron  
10s e f e c t o s  de  l a  temperatura,  a y pH por separado en s is temas 
W 
modelos de  g lucosa- l i s ina .  En e s t o s  s i s temas ,  s e  demostr6 que l a  
aw (en un rango 0.90-0,95), t i e n e  poca i n f l u e n c i a  sobre  l a  velo- 
cidad de  d e s a r r o l l o  de  c o l o r ,  por e l  c o n t r a r i o  l a  temperatura y 
e l  pH e je rcen  una gran in f luenc ia .  En uno de  e s t o s  s is temas mode- 
10s de  aw 0.925 y pH 5 ,  l a  cons tante  d e  velocidad, k , aumentd 
Suv 
s e i s ' v e c e s  a1  e l e v a r  e l  pH en una unidad y once veces cuando 6 s -  
te se elev6 en dos unidades. 
En todos 10s casos estudiados en suero de queso el valor 
de r para la constante de velocidad fue mayor que 0,98 y para la 
mayorla de las corridas, el error, para el 95% de confidencia, se 
encuentra entre 8% y 220% del valor (el cdlculo del error se 
detalla en el punto 4.4.3.). Estos errores son aceptables si se 
considera la variabilidad de un aliment0 real como el suero con- 
centrado aquf estudiado. Como ya se mencion6 anteriormente, las 
reacciones de pardeamiento no enzimdtico son influenciadas por 
variaciones de temperatura, por lo tanto la velocidad de pardea- 
miento es mayor a medida que aumenta la temperatura, El mismo 
efecto se encontr6 en este estudio.Si adem6s la constante de ve- 
locidad cumple la ley de Arrhenius, esta dependencia puede expre- 
sarse como: 
donde : 
k = constante de velocidad de reacci6n, (hora-l) 
Ea = energfa de activaci6nr(Kcal/mol) 
T = temperatura absoluta, (OK) 
ko = factor de frecuencia, (hora-l) 
R . = constante de 10s gases ideales, (1,986~10~ Kcal/mol OK) * 
Los valores de energla de activacibn, Eat obtenidos de la 
pendiente del grdfico de Arrhenius (In k vs. 1 / T ) ,  son similares 
para 10s dos sistemas propuestos de suero microbiol6gicamente es- 
table (a, 0,94 - pH 5.2 y a, 0,92 - pH 5,4). Por esta razdn todos 
10s valores, correspondientes a distintas partidas y con estas 
dos condiciones, fueron promediados y 10s valores resultantes 
con sus respectivos errores se muestran en la tabla 23. Como se 
puede apreciar, la Ea calculada con las distintas funciones de 
color son casi idgnticas, lo cual indica su equivalencia como in- 
dicadores de desarrollo de pardeamiento no enzimdtico en suero 
concentrado. Petriella et al. (1985) encontraron valores de Ea 
entre 35 y 26 Kcal/mol para el desarrollo de color en muestras 
almacenadas de glucosa-lisina, con aw en el rango 0,90-0,95 y pH 
5 y 6. Estos valores, est%n por encima de 10s hallados para suero. 
Esto puede explicarse como consecuencia de la distinta naturaleza 
de 10s reactantes que intervienen en las reacciones de Maillard 
en cada caso (lisina-lactosa para el suero concentrado y lisina- 
glucosa para 10s sistemas modelos). 
Los valores hallados en este trabajo son cornparables a 10s 
reportados por Labuza y Saltmarch (1981 a) para suero en polvo al- 
macenado con una a, = 0,65 (29-30 Kcal/mol). 
Otra forma de considerar el aumento de velocidad de reac- 
Tabla 23: ~nergfa de activaci6nI (Ea) ( I )  I para el desarrollo 
de color en suero microbiol6gicamente estable 
(1) Valor promedio para muestras con a 0,94-pH 5,2 y 
W 
(2) Error calculado para el 95% de confidencia 
ci6n  con l a  temperatura es a t r avgs  d e l  tgrmino Q ' 10- E s t e  se de- 
fine,como e l  aumento de velocidad (v )  que s e  produce a l  incremen- 
t a r s e  en 10°C l a  temperatura de reaccibn,  
E l  v a l o r  de  Q10 es dependiente de  l a  temperatura y dismi- 
nuye con e l  aurnento de  6 s t a .  Proporciona una forma m6s rdpida de  
v i s u a l i z a r  e l  e f e c t o  de  l a  temperatura,  a 1  mismo tiempo que per- 
m i t e  e f e c t u a r  comparaciones con respecto  a l a  i n f l u e n c i a  de  e s t e  
parsmetro en l a s  reacciones de  de te r io ro .  Los a l t o s  va lo res  de  
Q1O hal lados  ( 4 , O - 4 , 4 )  ( t a b l a  2 3 )  , confirman que el  pardeamiento 
no enzimdtico e s t d  fuertemente afectado por l a  va r i ac i6n  de  tem- 
pera tura .  
4.4.3. Inerva lo  de  confianza de  l a s  cons tantes  de  velocidad y 
energla  de  ac t ivac i6n  
E l  i n t e r v a l 0  de  confianza (para  95% de  probabi l idad)  de  l a s  
cons tantes  de  velocidad y l a s  energlas  de  a c t i v a c i h ,  f u e  calcu- 
lado de  l a  s i g u i e n t e  manera (Cha t f i e ld ,  1 9 7 8 ) :  
s iendo : 
= pendiente  de  l a  regres i6n  l i n e a l  
= tamaiio de  l a  muestra 
(n-2) = grados de  l i b e r t a d  
a/2 = probabi l idad 
donde: 
= parsmetro t de Student 
= desviaci6n s tandard  
En l a  t a b l a  2 4  se muestran 10s va lo res  obtenidos de  l a s  
cons tantes  de  velocidad y sus  correspondientes  i n t e r v a l o s  de  con- 
f i anza .  Estos r e su l t ados  son aceptables  considerando l a  va r i ac i6n  
Tabla 24: Constante de velocidad de luminosidad y de saturaciBn 
Corrida 
Tabla 24  (continuaci6n) 
inherente a un sistema o aliment0 real como el aqul estudiado. 
La energla de activaci6n obtenida de la ecuacidn de 
Arrhenius es muy similar en todos 10s sistemas estudiados de sue- 
ro concentrado estabilizado (aw 0.900-0.940; pH 5.2 y 5.4) . Por 
esta raz6n todos 10s valores fueron promediados, obtenigndose 
10s valores mostrados en la tabla 24. Se puede observar que la 
energla de activaci6n para ambas funciones de color (diferencia 
de saturaci6n y de luminosidad) son muy similares, lo cual indica 
la equivalencia de las mismas para ser utilizadas como indicado- 
res de color en suero concentrado. 
5. CONCLUSIONES GENERALES 
Enes ta inves t igac iBn  s e  obtuvieron l a s  s i g u i e n t e s  conclu- 
c lusiones:  
1) Se ha l l a ron  da tos  experimentales de  ac t iv idad  de  agua (aw) 
de  soluciones de  suero de  queso con d i s t i n t a s  concentraciones 
de  s 6 l i d o s  que se v e r i f i c a r o n  te6ricamente.  Se observ6 que 
e x i s t e  una cor re lac i6n  l i n e a l  e n t r e  l a  aw y e l  contenido d e  
s 6 l i d o s  de  e s t a s  soluciones.  En todos 10s casos,  10s va lo res  
de  aw de  l a s  soluciones de  suero,  a pesar  de  ser s i m i l a r e s ,  
se ubicaron por debajo d e l  v a l o r  correspondiente  a una solu- 
c i6n de  l a c t o s a  con l a  m i s m a  r e l ac i6n  lac tosa /agua .  Esto ind i -  
ca  que l a  l a c t o s a  juega un papel importante en e l  descenso de  
l a  ac t iv idad  acuosa de  l a s  soluciones de  suero per0 simultd- 
neamente e x i s t e n  o t r o s  cons t i tuyen tes ,  como 10s minerales ,  
que contribuyen en menor proporci6n. 
2)  Se determinaron l a s  combinacibn de  aw, pH y S K  que permiten 
obtener  un product0 que almacenado a 30°C durante  3 m e s e s ,  
inhiba  el  crecimiento de  l a s  b a c t e r i a s  incialmente p resen tes  
en l a  mater ia  prima y ademds permanezca e s t a b l e  f r e n t e  a po- 
sibles contaminaciones de S. aureus, hongos y levaduras, que 
puedan producirse durante su elaboraci6n y almacenamiento. 
3) Se estudi6 la cin6tica del cambio de color en muestras de sue- 
ro microbiol6gicamente estable, almacenado durante 3 meses a 
30°C y paralelamente se analiz6 la p6rdida del valor nutricio- 
nal (indicado por la pgrdida de lisina disponible). Finaliza- 
do este perfodo se comprob6 que en las condiciones en que el 
suero es estable microbiol6gicamente, estas importantes carac- 
terfsticas de calidad no se ven alteradas apreciablente. 
4) Estos estudios permitieron hallar un proceso sencillo y de ba- 
jo costo para transformar un valioso efluente de la industria 
quesera, el suero de queso, en un product0 fisico-qulmica y 
microbiol6gicamente estable y organol6pticamente aceptable. 
Esto se logr6 por una combinaci6n de tratamiento t6rmico mo- 
derado, control y ajuste de la actividad acuosa, disminucidn 
del pH y agregado de sorbato de potasio. El suero de estas 
caracterzsticas puede ser almacenado a 30°C durante 3 meses 
como mlnimo sin sufrir alteraciones microbiol6gicas. A1 con- 
cluir este almacenamiento, el suero conserva adecuadamente 
sus caracterlsticas organol6pticas y retiene entre el 70 y 
80% de  l a  l i s i n a  d isponib le  in ic ia lmente  presente .  Por l o  tan- 
t o ,  e s t e  product0 e s t a b l e  a temperatura ambiente y de conside- 
r a b l e  v a l o r  n u t r i t i v o ,  representa  no ~ 6 1 0  una soluci6n econ6- 
mica a 1  problema de  contaminaci6n, s i n o  un importante apor te  
como f u e n t e  a d i c i o n a l  de  p ro te lnas  para l a  e laboraci6n de  a l i -  
mentos para consumo humano y animal. 
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7. TABLAS DE DATOS 
C o r r i d a  No 1: a = 0 , 9 2 ,  pH = 5 , 4 ,  T = 30°C 
W 
T i e m p o  (d las )  X Y Z 
C o r r i d a  No 2: aw = 0 , 9 4 ,  p H  = 5 , 2 ,  T = 30°C 
T i e m p o  (d las )  
C o r r i d a  No 3: a = 0,92, p H  = 5,4, T = 38°C 
W 
T i e m p o  (d las)  X Y Z 
- 
! 0 65,74 69,90 52,86 
i 
I j T i e m p o  (d l a s )  
11 
! 
C o r r i d a  N o  5: a = 0 , 9 2 ,  p H  = 5 , 4 ,  T = 45OC 
W 
Tiempo (dlas)  
C o r r i d a  N o  6: a = 0 , 9 4 ,  p H  = 5 , 2 .  T = 45OC 
W 
Tiempo (d las )  
I 
C o r r i d a  No 7 :  a = 0 , 9 0 0 ,  p H  = 5 , 2 ,  T  = 30°C W 
T i e m p o  (d l a s )  
I 1 
I 
Corrida N o  8 :  a - 0 , 9 2 5 ,  pH = 5 , 2 ,  T  = 30°C 
W 
i 
I T i e m p o  (dlas)  I X Y 
Corrida No 9: a = 0,900, pH = 5,2, T = 30°C 
W 
Tiempo (d l a s )  
Corrida No 10: aw = 0,900, pH = 5,2, T = 45OC 
f 
I 
I Tiempo (dfas )  


